



UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 













OPTIMIZACIJA PRIPRAVE SENZORSKIH 

























UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
















OPTIMIZACIJA PRIPRAVE SENZORSKIH RASTLIN KROMPIRJA 
ZA RAZISKAVE IMUNSKE SIGNALIZACIJE 
 
MAGISTRSKO DELO 




OPTIMISATION OF POTATO SENSOR PLANTS CONSTRUCTION 
FOR STUDIES OF IMMUNE SIGNALING RESPONSE 
 
M. SC. THESIS 




















Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Molekulska in 
funkcionalna biologija. Delo je bilo opravljeno na Oddelku za biotehnologijo in sistemsko 
biologijo na Nacionalnem inštitutu za biologijo. 
 
Študijska komisija je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. Kristino Gruden, 
za somentorico dr. Tjašo Lukan in za recenzentko doc. dr. Jasno Dolenc Koce. 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik:  izr. prof. dr. Katarina VOGEL MIKUŠ 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
Član:            prof. dr. Kristina GRUDEN 
                     Nacionalni inštitut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko          
                     biologijo 
  
 
Član:            dr. Tjaša LUKAN 
                     Nacionalni inštitut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko                                         
                     biologijo 
 
 
Član:     doc. dr. Jasna DOLENC KOCE 













Datum zagovora: 17.7.2020                                                              Tjaša Mahkovec Povalej 
  
III 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2 
DK UDK 582.930.11:577.27(043.2) 
KG     biološki senzor, citokinini, Jas9-VENUS, krompirjev virus Y, rastlinski hormoni,  
           rastlinski imunski sistem, redoks stanje, roGFP, ROS, Solanum tuberosum  
AV MAHKOVEC POVALEJ, Tjaša  
SA GRUDEN, Kristina (mentor), LUKAN, Tjaša (somentor), DOLENC KOCE, Jasna        
            (recenzent) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne 
biologije, Magistrski študijski program druge stopnje Biologija 
LI 2020  
IN OPTIMIZACIJA PRIPRAVE SENZORSKIH RASTLIN KROMPIRJA ZA  
            RAZISKAVE IMUNSKE SIGNALIZACIJE  
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XIV, 123, [41] str., 39 pregl., 48 sl., 7 pril., 86 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Klasične biokemijske in vitro metode za proučevanja rastlinskih biotskih interakcij 
so zamudne, invazivne in omogočajo vpogled le v posamezno stanje celice. Zato je 
ključen razvoj biosenzorjev, ki omogočajo neinvazivno spremljanje rastlinskega 
imunskega odziva in vivo z visoko časovno in prostorsko ločljivostjo. Namen 
magistrskega dela je bila optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za 
raziskave imunske signalizacije. S tehnologijo Plant X-tender smo pripravili 
citokininski senzor za določanje koncentracije citokininov v celici ter njegovo 
delovanje testirali na rastlinah tobaka po prehodni transformaciji. S stabilno 
transformacijo smo pripravili transgene rastline krompirja sort Rywal in Désirée s 
senzorjem Jas9-VENUS in transgeno sorto krompirja NahG-Rywal s senzorjem 
redoks stanja pt-roGFP2. V drugem delu smo s senzorjem redoks stanja, po izbiri 
transformiranih linij z ustrezno fluorescenco, razvili protokol za zaznavanje in 
določanje redoks stanja v krompirju z uporabo konfokalne mikroskopije in 
programov za analizo slik. Uporabnost senzorja smo testirali z reducentom in 
oksidantom in s prostorsko-časovno resolucijo določili redoks stanje kloroplastov po 
okužbi rastlin s PVY. Ugotovili smo, da se po okužbi spremeni redoks stanje v 
kloroplastih celic glede na oddaljenost od lezij. Ob lezijah so kloroplasti v 
oksidiranem stanju, kar verjetno zmanjša medcelični transport in s tem se zmanjša 
možnost za širjenje virusa naprej po rastlini, stran od lezij pa so kloroplasti v 
reduciranem stanju, da lahko medcelična komunikacija poteka normalno.  
IV 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 582.930.11:577.27(043.2) 
CX biosensor, cytokinins, Jas9-VENUS, plant hormones, plant immune system, potato  
            virus Y, redox state, roGFP, ROS, Solanum tuberosum 
AU MAHKOVEC POVALEJ, Tjaša  
AA GRUDEN, Kristina (supervisor), LUKAN, Tjaša (co-advisor), DOLENC KOCE,           
            Jasna (reviewer)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Molecular and Functional Biology 
PY 2020 
TI OPTIMISATION OF POTATO SENSOR PLANTS CONSTRUCTION FOR  
            STUDIES OF IMMUNE SIGNALING RESPONSE  
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XIV, 123, [41] p., 39 tab., 48 fig., 7 ann., 86 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Classical biochemical in vitro methods for studying plant biotic interactions are time-
consuming, invasive and they provide insight only into the single state of the cell. 
Therefore, the development of biosensors which enable non-invasive monitoring of 
the plant immune response in vivo with high spatiotemporal resolution are crucial. 
The purpose of this master thesis was the optimisation of potato sensor plants 
constuction for the studies of immune signaling response. Using Plant X-tender 
technology, we prepared a cytokinine biosensor for following intercellular cytokinins 
concentration and we tested its function in tobacco plants by transient transformation. 
With a stable transformation, we prepared transgenic potato plants of Rywal and 
Désirée genotypes containing Jas9-VENUS biosensor and transgenic potato plants 
of  NahG-Rywal genotype containing biosensor of redox state. Once we obtained 
transgenic lines with pt-roGFP2 redox state sensor, we selected those with the most 
intensive fluorescence. In addition, we developed a protocols for the redox state 
detection in chloroplasts using confocal microscopy, as well as confocal image 
analysis. We tested the fuction of the sensor with a reductant and oxidant. We 
determined the redox state of chloroplasts with high spatiotemporal resolution in 
PVY-inoculated plants. We showed that after the infection, the redox state in 
chloroplasts is dependent on the distance from the lesions. Chloroplasts next to the 
lesions are in oxidized state, which might reduces the intercellular transport and the 
possibility of spreading the virus outside of the infected area. Chloroplasts that are 
further from the lesions are in reduced state with a normal intercellular transport.  
V 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA..................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION ................................................................... IV 
KAZALO VSEBINE .............................................................................................. V 
KAZALO SLIK ..................................................................................................... IX 
KAZALO PREGLEDNIC .................................................................................. XII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI .............................................................................. XIV 
1 UVOD ....................................................................................................................... 1 
1.1       OPREDELITEV PROBLEMA ................................................................................. 1 
1.2       CILJ RAZISKOVALNEGA DELA .......................................................................... 2 
1.3       HIPOTEZE ................................................................................................................ 2 
2 PREGLED OBJAV ................................................................................................. 3 
2.1       KROMPIR (Solanum tuberosum) ............................................................................. 3 
2.1.1    Krompirjev virus Y ................................................................................................. 3 
2.2       RASTLINSKI IMUNSKI SISTEM .......................................................................... 5 
2.2.1    Signalizacijske poti rastlinskih hormonov ............................................................ 6 
2.2.2    Reaktivne kisikove spojine ...................................................................................... 6 
2.2.3    Imunski odziv krompirja ........................................................................................ 7 
2.3       BIOLOŠKI SENZORJI ............................................................................................. 9 
2.3.1    Tehnologija GFP .................................................................................................... 13 
2.3.1.1 Biološki senzorji roGFP .......................................................................................... 14 
2.3.2    Biološki senzor jasmonske kisline ........................................................................ 16 
2.3.3    Citokininski biološki senzor .................................................................................. 17 
3 MATERIAL IN METODE ................................................................................... 20 
3.1       MATERIAL ............................................................................................................ 20 
3.1.1    Laboratorijska oprema ......................................................................................... 20 
3.1.2    Raztopine antibiotikov, rastlinskih hormonov, reagentov in ostalih kemikalij ... 
  ................................................................................................................. 20 
3.1.3    Gojišča  ................................................................................................................. 23 
3.1.3.1 Gojišča za bakterije ................................................................................................. 23 
3.1.3.2 Gojišča za rastline .................................................................................................... 24 
3.1.4    Plazmidi in začetni oligonukleotidi ...................................................................... 25 
3.1.5    Uporabljeni organizmi .......................................................................................... 29 
3.1.5.1 Bakterije  ............................................................................................................. 29 
3.1.5.2 Rastline  ............................................................................................................. 29 
3.1.5.3 Virus  ............................................................................................................. 29 
3.1.6    Programska oprema .............................................................................................. 30 
3.2       METODE ................................................................................................................ 30 
3.2.1    Priprava gojišč ....................................................................................................... 30 
3.2.2    Molekulsko kloniranje .......................................................................................... 30 
3.2.2.1 Priprava kompetentnih bakterijskih celic ................................................................ 30 
3.2.2.1.1 Priprava kemijsko kompetentnih celic Escherichia coli ....................................... 30 
VI 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
3.2.2.1.2 Priprava elektrokompetentnih celic Agrobacterium tumefaciens ......................... 31 
3.2.2.2 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov ................................................................. 31 
3.2.2.3 Agarozna gelska elektroforeza .............................................................................. 32 
3.2.2.4 Čiščenje produktov PCR iz gela ............................................................................ 32 
3.2.2.5 Transformacija Escherichia coli ........................................................................... 33 
3.2.2.6 Izolacija plazmida.................................................................................................. 33 
3.2.2.7 Transformacija Agrobacterium tumefaciens ......................................................... 33 
3.2.2.8 Priprava trajnih bakterijskih kultur........................................................................ 34 
3.2.2.9 Izdelava transkripcijskih kaset in njihovo kloniranje v plazmidne vektorje Plant 
X-tender  ............................................................................................................. 34 
3.2.2.9.1 Restrikcija plazmidnih vektorjev Plant X-tender .................................................. 36 
3.2.2.9.2 Kloniranje transkripcijskih enot TCSn1::VENUS-N7_T35S in UBQ10::mKate2-
N7_T35S v plazmidni vektor nivoja 0 .................................................................. 37 
3.2.2.9.3 Kloniranje transkripcijskih enot A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 in A1-
UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR z dodanimi homolognimi regijami v plazmidni 
vektor nivoja 1 ....................................................................................................... 37 
3.2.2.9.4 Kloniranje transkripcijske kasete A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1-
UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR v destinacijski plazmid ...................................... 39 
3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo in sekvenciranje ............................................... 40 
3.2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo ............................................................................... 40 
3.2.3.2 Potrditev transformacije Escherichia coli s PCR na osnovi kolonije ................... 41 
3.2.3.3 Potrditev transformacije Agrobacterium tumefaciens s PCR na osnovi kolonije . 42 
3.2.3.4 Sekvenciranje ........................................................................................................ 43 
3.2.4 Transformacija rastlin ........................................................................................ 43 
3.2.4.1 Prehodna transformacija tobaka ............................................................................ 43 
3.2.4.2 Stabilna transformacija rastlin krompirja sort Rywal in NahG-Rywal ................. 44 
3.2.4.3 Stabilna transformacija rastlin krompirja sorte Désirée ........................................ 46 
3.2.5 Selekcija transgenih linij rastlin ........................................................................ 47 
3.2.5.1 Selekcija transgenih linij rastlin na osnovi genotipizacije .................................... 47 
3.2.5.2 Selekcija transgenih linij rastlin na osnovi fluorescence ....................................... 47 
3.2.6 Tretiranje rastlin ................................................................................................. 48 
3.2.6.1 Tretiranje rastlin za umeritev fluorescence roGFP2 v različnih redoks stanjih .... 48 
3.2.6.2 Okuževanje rastlin s PVY ..................................................................................... 49 
3.2.7 Konfokalna mikroskopija rastlin ....................................................................... 50 
3.2.7.1 Konfokalna mikroskopija tobaka .......................................................................... 50 
3.2.7.2 Konfokalna mikroskopija transgenih linij krompirja ............................................ 52 
3.2.7.3 Konfokalna mikroskopija rastlin krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-
roGFP2  ............................................................................................................. 53 
3.2.8 Analiza slik ........................................................................................................... 53 
4    REZULTATI ....................................................................................................... 56 
4.1 PRIPRAVA CITOKININSKEGA BIOLOŠKEGA SENZORJA ......................... 56 
4.1.1 Uspešno pripravljena konstrukta pL0A_0-1_TCSn1::VENUS-N7_T35S in 
pL0A_1-R_UBQ10::mKate2-N7_T35S nivoja 0 in njuna transformacija v 
bakterije E. coli .................................................................................................... 57 
4.1.2 Uspešna restrikcija transkripcijskih enot TCSn1::VENUS-N7_T35S in 
UBQ10::mKate2-N7_T35S iz plazmidov  nivoja 0 in priprava konstrukta 
pL1A-hc_ TCSn1::VENUS-N7_T35S nivoja 1 ................................................. 61 
VII 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
4.1.3 Priprava biološkega senzorja pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-
N7_T35S ............................................................................................................... 63 
4.1.3.1 Uspešna restrikcija transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-AR iz 
plazmida nivoja 1 in uspešno kloniranje v destinacijski plazmidni vektor 
pCAMBIA1300_ASX ........................................................................................... 63 
4.1.3.2 Transformacija agrobakterij seva GV3101 s plazmidom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S ............................................. 65 
4.1.4 Potrjevanje delovanja pripravljenega citokininskega senzorja 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S v tobaku ........................... 66 
4.2 PRIPRAVA TRANSGENIH RASTLIN RAZLIČNIH SORT KROMPIRJA, KI 
VSEBUJEJO SENZOR JASMONSKE KISLINE Jas9-VENUS IN SENZOR 
H2BRFP ZA NORMALIZACIJO SIGNALA PROTEINA VENUS V 
RAZLIČNIH TKIVIH KROMPIRJA ................................................................... 69 
4.2.1 Uspešna transformacija senzorja jasmonske kisline (Jas9-VENUS) v 
kemijsko kompetentne E. coli in elektrokompetentne agrobakterije ter 
preverjanje delovanja senzorja v rastlinah tobaka .......................................... 70 
4.2.2 Uspešna priprava transgenih rastlin krompirja sort Rywal in Désirée s 
senzorjem jasmonske kisline (Jas9-VENUS) .................................................... 74 
4.2.2.1 Stabilna transformacija rastlin krompirja sorte Rywal s plazmidom 
pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7 in kontrolo pH7m346W_p35::mJas9-
VENUS-N7 ........................................................................................................... 74 
4.2.2.2 Stabilna kotransformacija rastlin krompirja sort Rywal in Désirée s konstrukti 
pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7, pH7m346W_p35::mJas9-VENUS-N7 in 
H2BRFP  ............................................................................................................. 75 
4.2.2.2.1 Potrditev uspešnosti stabilne kotransformacije transgenih rastlin krompirja sort 
Rywal in Désirée na osnovi fluorescence proteinov VENUS in RFP ................... 76 
4.2.2.2.2 Potrditev uspešnosti stabilne kotransformacije rastlin krompirja sort Rywal in 
Désirée z genotipizacijo ........................................................................................ 79 
4.3 PRIPRAVA TRANSGENIH RASTLIN KROMPIRJA SORTE NAHG-RYWAL, 
KI V KLOROPLASTIH VSEBUJEJO SENZOR REDOKS STANJA pt-roGFP2 
IN OPTIMIZACIJA DOLOČANJA REDOKS STANJA V KLOROPLASTIH ..83 
4.3.1 Uspešna priprava transgenih rastlin sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-
roGFP2 ................................................................................................................. 84 
4.3.1.1 Potrditev uspešnosti stabilne transformacije krompirja na osnovi fluorescence 
proteina roGFP2 in izbira najboljših linij .............................................................. 85 
4.3.2 Senzorske rastline omogočajo opazovanje sprememb v redoks stanju v 
kloroplastih rastlinskih celic .............................................................................. 87 
4.3.2.1 Delovanje senzorja redoks stanja pt-roGFP2 v rastlinah tobaka je v skladu s 
pričakovanji ........................................................................................................... 87 
4.3.2.2 Delovanje senzorja redoks stanja pt-roGFP2 v transgenih linijah NahG-Rywal je v 
skladu s pričakovanji ............................................................................................. 93 
4.3.2.3 Redoks stanje se v kloroplastih transgenih linij sorte NahG-Rywal po okužbi z 
virusom PVY spreminja glede na oddaljenost od lezij ......................................... 98 
5   RAZPRAVA ....................................................................................................... 106 
6   SKLEPI ............................................................................................................... 115 
7   POVZETEK ....................................................................................................... 116 
8   VIRI ..................................................................................................................... 117 
VIII 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 







Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   




Slika 1: A – Virioni PVY, B – "pinwheels" v okuženih rastlinskih celicah .......................... 4 
Slika 2: Različni simptomi okužbe s PVYNTN pri različnih sortah krompirja ....................... 9 
Slika 3: Uporaba citokininskega biološkega senzorja TCSn-GFP v različnih razvojnih 
fazah rastline ........................................................................................................................ 11 
Slika 4: Glavne strukturne lastnosti roGFP2 ....................................................................... 15 
Slika 5: Plazmidna karta vektorja pCAMBIA1300_ASX ................................................... 26 
Slika 6: Shematski prikaz plazmida pH7m346W-p35::Jas9-VENUS-N7 .......................... 27 
Slika 7: Strategija kloniranja Plant X-tender ....................................................................... 35 
Slika 8: Shema priprave citokininskega biološkega senzorja s tehnologijo Plant X-tender 
 ............................................................................................................................................. 56 
Slika 9: Agarozni gel po izrezovanju pomnožkov PCR in lineariziranih vektorjev nivoja 0
 ............................................................................................................................................. 57 
Slika 10: Uspešno vstavljena transkripcijska enota TCSn1::VENUS-N7_T35S  v 
lineariziran plazmidni vektor pL0A_0-1 ............................................................................. 58 
Slika 11: Uspešno vstavljena transkripcijska enota UBQ10::mKate2-N7_T35S  v 
lineariziran plazmidni vektor pL0A_1-R ............................................................................ 59 
Slika 12: Preverjanje prisotnosti pripravljenih konstruktov nivoja 0 v bakterijskih kolonijah 
E. coli s pomočjo PCR na osnovi kolonije .......................................................................... 60 
Slika 13: Agarozni gel po izrezovanju transkripcijskih enot in lineariziranega vektorja 
nivoja 1 ................................................................................................................................ 61 
Slika 14: Teoretični prikaz sheme plazmida pL1A-hc_TCSn1::VENUS-
N7_T35S_UBQ10::mKate2-N7_T35S ............................................................................... 62 
Slika 15: Agarozni gel po izrezu razklenjenega plazmidnega vektorja 
pCAMBIA1300_ASX ......................................................................................................... 63 
Slika 16: Pomnožki PCR s konstruktom pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-
N7_T35S .............................................................................................................................. 64 
Slika 17: Pomnožki PCR za potrjevanje prisotnosti plazmida 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S v agrobakterijah ................................ 66 
Slika 18: Merjenje fluorescence proteinov VENUS za citokininski senzor in mKATE za 
obarvanje jedra s konfokalno mikroskopijo ........................................................................ 67 
Slika 19: Merjenje fluorescence z laserjem 532 nm pri valovnih dolžinah od 450 do 650 
nm (angl. lambda scan) ........................................................................................................ 68 
Slika 20: Shema priprave transgenih linij krompirja sort Rywal in Désirée s senzorjem 
jasmonske kisline in H2BRFP ............................................................................................. 69 
Slika 21: Agrobakterije vsebujejo senzor jasmonske kisline Jas9-VENUS in kontrolni 
senzor mJas9-VENUS ......................................................................................................... 71 
Slika 22: Fluorescenca senzorja Jas9-VENUS po transformaciji tobaka ............................ 72 
Slika 23: Fluorescenca senzorja mJas9-VENUS po transformaciji tobaka ......................... 73 
X 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Slika 24: Prisotnost Jas9-VENUS v gDNK transgenih rastlin krompirja sorte Rywal s 
konstruktom Jas9-VENUS .................................................................................................. 74 
Slika 25: Prisotnost mJas9-VENUS v gDNK transgenih rastlin krompirja sorte Rywal s 
konstruktom mJas9-VENUS ............................................................................................... 75 
Slika 26: Fluorescenca v listih krompirja sorte Désirée po transformaciji z mJas9-VENUS 
in H2BRFP .......................................................................................................................... 77 
Slika 27: Fluorescenca v listih krompirja sorte Rywal po transformaciji z Jas9-VENUS in 
H2BRFP .............................................................................................................................. 78 
Slika 28: Fluorescenca proteina VENUS v jedrih celic listnih rež po transformaciji 
krompirja sorte Rywal z Jas9-VENUS in H2BRFP ............................................................ 78 
Slika 29: Potrjevanje prisotnosti genov VENUS in RFP v gDNK transgenih linij Désirée s 
konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP in Désirée s konstruktoma mJas9-VENUS in 
H2BRFP .............................................................................................................................. 80 
Slika 30: Potrjevanje prisotnosti genov VENUS in RFP v gDNK transgenih linij Rywal s 
konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP in Rywal s konstruktoma mJas9-VENUS in 
H2BRFP .............................................................................................................................. 81 
Slika 31: Zbrani rezultati fenotipizacije in genotipizacije transgenih linij sort Désirée in 
Rywal po kotransformaciji .................................................................................................. 82 
Slika 32: Shema priprave senzorskih rastlin NahG-Rywal za proučevanje redoks stanja 
kloroplastov in optimizacija protokola za določanje redoks stanja v rastlinah krompirja in 
tobaka .................................................................................................................................. 83 
Slika 33: Plošče z izsečki in prvimi transgenimi poganjki po stabilni transformaciji rastlin 
NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2. ............................................................................. 84 
Slika 34: Transgeni poganjki sorte NahG-Rywal z vnešenim senzorjem redoks stanja pt-
roGFP2 ................................................................................................................................ 84 
Slika 35: Merjenje fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin NahG-
Rywal s konfokalno mikroskopijo ....................................................................................... 86 
Slika 36: Fluorescenca proteina roGFP2 v kloroplastih in fluorescenca proteina RFP  v 
jedrih rastlin tobaka po prehodni transformaciji.................................................................. 88 
Slika 37: Optimizacija protokola obdelave tobaka s pomočjo vakuumske infiltracije. ...... 89 
Slika 38: Merjenje fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih tobaka po tretiranjih z 
reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2) ........................................................................... 90 
Slika 39: Analiza slik konfokalnega mikroskopa po tretiranju rastlin tobaka z reducentom 
(DTT) in oksidantom (H2O2) ............................................................................................... 91 
Slika 40: Statistična analiza redoks stanja po tretiranju tobaka z reducentom (DTT) in 
oksidantom (H2O2) .............................................................................................................. 92 
Slika 41: Merjenje fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin 
krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 po tretiranjih z reducentom (DTT) 
in oksidantom (H2O2) .......................................................................................................... 94 
Slika 42: Analiza slik konfokalnega mikroskopa po tretiranju transgenih rastlin NahG-
Rywal s konstruktom pt-roGFP2 z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2) ................... 95 
XI 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Slika 43: Statistična analiza redoks stanja po tretiranju transgenih rastlin NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2) ................................. 97 
Slika 44: Fluorescenca proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin krompirja sorte 
NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 (linija L2) po okužbi z virusom PVY .................. 99 
Slika 45: Fluorescenca proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin krompirja sorte 
NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 (linija L7) po okužbi z virusom PVY ................ 100 
Slika 46: Analiza slik konfokalnega mikroskopa in določitev redoks stanja okuženih 
transgenih rastlin NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 (linija L2) .............................. 102 
Slika 47: Statistična analiza redoks stanja okuženih transgenih rastlin NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 za prvi poskus virusom pri liniji L2 in L7 .................................. 104 
Slika 48: : Statistična analiza redoks stanja okuženih transgenih rastlin NahG-Rywal s 





Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   




Preglednica 1: Seznam uporabljenih antibiotikov ............................................................... 21 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih rastlinskih hormonov ................................................ 21 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih bakterijskih gojišč ..................................................... 23 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih rastlinskih gojišč. ...................................................... 24 
Preglednica 5: Seznam začetnih oligonukleotidov .............................................................. 28 
Preglednica 6: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja 
pL0A_0-1 ............................................................................................................................ 36 
Preglednica 7: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja 
pL0A_1-R ............................................................................................................................ 36 
Preglednica 8: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja 
pL1A .................................................................................................................................... 36 
Preglednica 9: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja 
pCAMBIA_ASX. ................................................................................................................ 36 
Preglednica 10: Reakcija HiFi za kloniranje transkripcijske enote TCSn1::VENUS-
N7_T35S v plazmidni vektor pL0A_0-1 ............................................................................. 37 
Preglednica 11: Reakcija HiFi za kloniranje transkripcijske enote UBQ10::mKate2-
N7_T35S v plazmidni vektor pL0A_1-R ............................................................................ 37 
Preglednica 12: Izrez transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 iz plazmida 
pL0A_0-1 ............................................................................................................................ 38 
Preglednica 13: Izrez transkripcijske enote A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR iz plazmida 
pL0A_1-R ............................................................................................................................ 38 
Preglednica 14: Reakcija HiFi za kloniranje transkripcijskih enot A0-TCSn1::VENUS-
N7_T35S-A1 in A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR v lineariziran plazmidni vektor pL1A-
hc ......................................................................................................................................... 38 
Preglednica 15: Izrez transkripcijske kasete A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1-
UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR iz plazmida pL1A-hc ....................................................... 39 
Preglednica 16: Reakcija SLiCE za kloniranje transkripcijske kasete A0-TCSn1::VENUS-
N7_T35S-A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR v lineariziran plazmidni vektor 
pCAMBIA1300_ASX ......................................................................................................... 39 
Preglednica 17: Sestava 25 µl reakcijske mešanice za PCR. .............................................. 40 
Preglednica 18: Nastavitve programa za reakcijo PCR ....................................................... 40 
Preglednica 19: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije E. coli. .............. 41 
Preglednica 20: Nastavitve programa za reakcijo PCR na osnovi kolonije E. coli ............. 42 
Preglednica 21: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije agrobakterij ...... 42 
Preglednica 22: Nastavitve programa za reakcijo PCR na osnovi kolonije agrobakterij .... 42 
Preglednica 23: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje preparatov prehodne 
transformacije tobaka s konstruktom pCAMBIA1300_ASX_VENUS_mKATE............... 50 
Preglednica24: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje preparatov prehodne 
transformacije tobaka s konstrukti Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP .................. 51 
XIII 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Preglednica 25: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje preparatov prehodne 
transformacije tobaka s konstruktom pt-roGFP2................................................................. 51 
Preglednica 26: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje poganjkov krompirja 
iz tkivnih kultur s konstrukti Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP ........................... 52 
Preglednica 27: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje poganjkov krompirja 
iz tkivnih kultur s konstruktom pt-roGFP2.......................................................................... 52 
Preglednica 28: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje tretiranih rastlin 
krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 .................................................... 53 
Preglednica 29: Absorbcija (A) transkripcijskih enot in plazmidov po čiščenju produktov 
nivoja 0 iz gela. .................................................................................................................... 58 
Preglednica 30: Absorbcija (A) izoliranih plazmidov nivoja 0 ........................................... 60 
Preglednica 31: Absorbcija (A) izoliranih plazmidov nivoja 0 iz večjega volumna 
prekonočne kulture .............................................................................................................. 60 
Preglednica 32: Absorbcija (A) transkripcijskih enot in plazmida po čiščenju izrezanih 
produktov nivoja 1 iz gela ................................................................................................... 61 
Preglednica 33: Absorbcija (A) izoliranega plazmida nivoja 1 iz večjega volumna 
prekonočne kulture .............................................................................................................. 63 
Preglednica 34: Absorbcija (A) transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-AR in 
plazmida pCAMBIA1300_ASX po čiščenju iz agaroznega gela ........................................ 64 
Preglednica 35: : Absorbcija (A) izoliranega plazmida 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S iz različnih bakterijskih kolonij ........ 65 
Preglednica 36: Meritve pri elektroporaciji agrobakterij seva GV3101 s plazmidom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S ........................................................... 65 
Preglednica 37: Absorbcija (A) izoliranih plazmidov Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in 
H2BRFP. ............................................................................................................................. 70 
Preglednica 38: Meritve pri elektroporaciji agrobakterij sevov LBA4404 in GV3101 s 
plazmidi Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP .......................................................... 70 
Preglednica 39: Prisotnost in intenziteta fluorescence proteina roGFP2 v transgenih 
poganjkih NahG-Rywal s kontruktom pt-roGFP2 po stabilni transformaciji ..................... 85 
  
XIV 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
ABA        abscizinska kislina 
BP           bioluminiscentni proteini (angl. bioluminescent proteins) 
bp            bazni pari 
CaMV     virus mozaika cvetače (angl. cauliflower mosaic virus) 
CK           citokinini 
ddH2O     bidestilirana voda 
DIECA    natrijev dietilditiokarbamat trihidrat 
DMSO     dimetilsulfoksid 
DNK        deoksiribonukleinska kislina 
dpi            dan po okužbi (angl. day post-inoculation) 
DTT         DL-ditiotreitol 
EGFP       okrepljen GFP 
ER            izjemna odpornost (angl. extreme resistance) 
ET            etilen 
ETI          z efektorji sprožena imunost (angl. effector-triggered immunity) 
FP            fluorescenčni protein 
FRET       fluorescenčni resonančni prenos 
GA           giberelinska kislina 
GFP         zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent protein) 
GRX        glutaredoksin 
GUS         β-glukuronidaza 
HR           preobčutljivostni odgovor (angl. hypersensitive response) 
JA            jasmonska kislina 
JAZ          družina proteinov, imenovana »Jasmonate-ZIM-Domain« 
LB            levo robno zaporedje (angl. left border) 
LME        linearni mešani model (angl. linear mixed effects model) 
LRR         z levcinom bogate ponavljajoče se regije (angl. leucine-rich repeat) 
MAMPS  molekule, povezane z mikrobi (angl. microbial associated molecular patterns) 
MAPK     mitogeno aktivirana proteinska kinazna (angl. mitogen activated protein kinase) 
MES        2-morfolin-4-iletansulfonat hidrat 
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NLS         jedrni lokalizacijski signal (angl. nuclear localization signals) 
OD600     optična gostota pri 600 nm (angl. optical density) 
OPDA      12-oksofitodienojska kislina 
ORF         odprt bralni okvir (angl. open reading frame) 
ori            mesto začetka podvojevanja (angl. origin of replication) 
PAMP      molekule, povezane s patogeni (angl. pathogen associated molecular patterns) 
PCD         programirana celična smrt (angl. programmed cell death) 
PCR         verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PR            odpornost proti patogenu (angl. pathogen resistance) 
PRR         zunajcelični receptor za prepoznavanje transmembranskih vzorcev (angl. 
                 pattern  recognition receptor) 
PTGS       posttranskripcijsko gensko utišanje (angl. post‐transcriptional gene silencing) 
PTI           z vzorci sprožena imunska odpornost (angl. pattern-triggered immunity) 
PTNRD    obročkasta nekroza na gomoljih krompirja (angl. potato tuber necrotic ringspot 
                 disease) 
PVY         krompirjev virus Y (angl. potato virus Y) 
R              geni za odpornost (angl. resistance genes) 
RB           desno robno zaporedje (angl. right border) 
RFP          rdeči fluorescenčni protein (angl. red fluorescent protein) 
RNK        ribonukleinska kislina 
roGFP      na redoks stanje občutljivi GFP (angl. reduction-oxidation sensitive GFP) 
ROI          regija zanimanja (angl. region of interest) 
ROS         reaktivne kisikove spojine (angl. reactive oxygen species) 
SA            salicilna kislina 
SAR         sistemsko pridobljena odpornost (angl. systemic acquired resistance) 
SCFCOI1 kompleks ubikvitin-ligaze Skp1/Cullin/F-box (SCF) E3 
TAE         Tris-acetat-EDTA 
TCS         dvokomponentni signalni senzor (angl. two component signaling sensor) 
TF            transkripcijski faktorj 
TRX         tioredoksin 
YFP          rumeni fluorescenčni protein (angl. yellow fluorescent protein) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Krompir je ena izmed najpomembnejših poljščin na svetu, njegova letna proizvodnja znaša 
okrog 374 milijon ton in predstavlja vir prehrane več milijardam ljudi po vsem svetu. Zato 
je zelo pomembno razumevanje interakcije med krompirjem in njegovimi patogeni in s tem 
zagotavljanje nemotene pridelave pridelka ter varstva rastlin. Krompirjevi najpogostejši 
škodljivci so koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata), oomiceta Phytophthora 
infestans in virus krompirja Y, ki lahko zmanjšajo količino pridelka tudi za 50 odstotkov 
(Potato, 2020). 
Prepoznavanje patogena s strani rastline vodi v učinkovit obrambni odziv, ki je odvisen od 
delovanja rastlinskih hormonov in drugih signalnih molekul. Po okužbi rastline s patogenimi 
organizmi ali po napadu škodljivca pride do aktivacije razvejanih signalnih mrež in do 
različnih genskih interakcij (Mandadi in Scholthof, 2013). Med najpomembnejše signalne 
molekule spadajo reaktivne kisikove spojine, reaktivni intermediati dušikovega oksida, 
znotrajcelični kalcijevi ioni in obrambni hormoni, kot so salicilna kislina (SA), jasmonska 
kislina (JA) in etilen (ET) (Coll in sod., 2011). Učinki delovanja teh treh hormonov so 
uravnoteženi z abscizinsko kislino (ABA), giberelinsko kislino (GA), avksini, citokinini, 
brasinosteroidi, malimi peptidi in pipekolno kislino (Verma in sod., 2016). 
Da bi lahko dobili vpogled v te interakcije, je bilo v preteklosti razvitih kar nekaj metod, ki 
so bile možne le v in vitro pogojih ali so bile preveč invazivne (Kowalska in sod., 2011). 
Zato je v zadnjem času precej poudarka na razvoju bioloških senzorjev, ki nam omogočajo 
neinvazivne raziskave bioloških interakcij in spremljanje rastlinskega imunskega odziva in 
vivo. Rezultati teh raziskav so podatki z visoko časovno in prostorsko ločljivostjo 
(Sadanandom in Napier, 2010). Najpogosteje uporabljeni biološki senzorji temeljijo na 
osnovi promotorskih motivov, ki se odzivajo na hormone in so sklopljeni z reporterskim 
elementom. Največkrat se za reporterske elemente uporablja različne fluorescenčne 
proteine. Ta strategija deluje dobro v primeru citokininskega senzorja TCS, ki so ga razvili 
za proučevanje dinamike citokininov v rastlinah (Walia in sod., 2018). Pred kratkim so 
razvili tudi biološki senzor za zaznavanje JA, imenovan Jas9-VENUS, ki temelji na 
spremljanju razgradnje represorskih elementov JA in demonstrirali njegovo uporabnost v 
kvantitativni in dinamični analizi odziva JA v koreninah navadnega repnjakovca 
(Arabidopsis thaliana) (Larrieu in sod., 2015). Biološki senzorji nam omogočajo tudi 
merjenje redoks potenciala na subceličnem nivoju. To nam omogočajo senzorji, ki vsebujejo 
na redoks stanje občutljiv zeleni fluorescenčni protein, ki jih lahko glede na njihovo tarčno 
zaporedje izrazimo v različnih celičnih organelih (Meyer in sod., 2007). 
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1.2 CILJ RAZISKOVALNEGA DELA 
Namen  našega raziskovalnega dela je optimizacija priprave transgenih rastlin krompirja 
različnih sort z vstavljenim biološkim senzorjem, ki bodo omogočale raziskave imunske 
signalizacije. Transgene rastline bomo pripravili z vnosom senzorjev rastlinske imunske 
signalizacije v rastline krompirja. Pri tem bomo uporabili senzor JA, ki temelji na njegovi 
razgradnji glede na koncentracijo JA v celicah in senzor redoks stanja, ki temelji na izražanju 
gena za fluorescenčni protein ter omogoča določanje sprememb v redoks stanju preko 
merjenja fluorescence. Pripravili bomo tudi citokininski senzor, ki temelji na izražanju 
genov za fluorescenčne proteine glede na koncentracijo citokininov v celici.  
Po transformaciji rastlin s senzorjem redoks stanja bomo učinkovitost transformacije določili 
z merjenjem fluorescence v kloroplastih z uporabo konfokalne mikroskopije. Po izbiri 
transformiranih linij z ustrezno fluorescenco bomo razvili protokol za zaznavanje in 
določanje redoks stanja v krompirju z uporabo konfokalne mikroskopije in programov za 
analizo slik in njegovo uporabnost testirali preko zaznavanja redoks stanja v celicah 
krompirja po tretiranju z oksidantom in reducentom. V zadnjem delu  bomo določili redoks 
stanje v celicah krompirja po okužbi transgenih rastlin krompirja NahG-Rywal s PVY s 
prostorsko-časovno resolucijo. 
1.3 HIPOTEZE 
- Uspešnost transformacije rastlin krompirja bo odvisna od vnešenega konstrukta in 
sorte krompirja. 
- Po transformaciji transgenih rastlin krompirja NahG-Rywal s senzorjem redoks 
stanja pt-roGFP2 bomo fluorescenco zaznali v kloroplastih, kar bo omogočilo izbiro 
najprimernejših transgenih linij za nadaljnje delo.  
- Pripravljene transgene linije krompirja sorte NahG-Rywal z vnešenim pt-roGFP2 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 KROMPIR (Solanum tuberosum) 
Krompir (S. tuberosum) je tetraploid iz družine razhudnikovk (Solanaceae), kamor spadajo 
številne užitne rastline, ki jih uporabljamo v vsakodnevni prehrani. Poleg krompirja sem 
spadajo tudi paradižnik, paprika, jajčevec in tobak (Wu in Tanksley, 2010). Prvotno krompir 
izvira iz območja Andov Južne Amerike, to je iz ozemlja današnjih držav Peru, Čile, Bolivija 
in Ekvador, kjer je že takrat predstavljal glavni vir prehrane takratnih Indijanskih plemen 
Južne Amerike. Njegovo namerno gojenje v teh državah pa sega nazaj že nekaj tisoč let pred 
našim štetjem. V sredini 16. stoletja so ga španski raziskovalci pripeljali v Evropo in kmalu 
za tem se je gojenje krompirja razširilo po celotnem kontinentu. V 17. stoletju so ga odpeljali 
iz Evrope v britanske kolonije Severne Amerike. Sprva so ga uporabljali v medicinske 
namene in je bil le del prehrane višjega sloja. Kasneje v 18. stoletju, v času vojne, pa je se 
je razširil skozi celotno prebivalstvo, vse do nižjih slojev in rešil življenja številnih ljudi pred 
lakoto. Njegova priljubljenost je samo še naraščala v 19. stoletju, ko je krompir postal 
pomembna surovina v destilarnah alkohola in obratih škroba. Ponovno lakoto so povzročile 
rastlinske bolezni, kot na primer krompirjeva plesen, ki je prišla iz Amerike. To je v sredini 
19. stoletja povzročilo nastanek odpornih rodovitnih sort krompirja (Lisinska in 
Leszczynski, 1989).   
Danes poznamo preko 4000 sort krompirja, ki se med seboj razlikujejo po barvi in strukturi. 
Je tretja najpomembnejša poljščina, takoj za rižem in pšenico. Vsebuje visoke vsebnosti 
škroba in malo maščob. Od mineralnih snovi vsebuje največ kalcija in kalija, od vitaminov 
pa vitamin C. Je vsestransko uporaben. Uporabljamo ga v prehrani, v obratih za pridobivanje 
škroba, v farmacevtski, tekstilni, lesni, papirni in biogorivni industriji ter za semenski 
krompir. Krompir ima kar nekaj škodljivcev, ki lahko močno zmanjšajo količino pridelka. 
Najpogostejši so koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata), oomiceta Phytophthora 
infestans in krompirjevi virusi (Potato, 2020). 
2.1.1 Krompirjev virus Y 
Krompirjev virus Y (PVY, angl. potato virus Y) spada v družino Potyviridae, kamor spada 
več kot 30 % znanih rastlinskih virusov (Chung in sod., 2008). Večinoma prizadene 
ekonomsko pomembne rastlinske vrste, kot so krompir, paradižnik (Solanum lycopersicum), 
tobak (Nicotiana tabacum) in paprika (Capsicum spp.). Trenutno je gospodarsko najbolj 
škodljiv virus krompirja (Singh in sod., 2007). PVY je nitaste oblike, dolžine 740 nm in 
širine 11 nm (slika 1). V beljakovinski virusni kapsidi se nahaja pozitivna enoverižna 
molekula RNK, ki je dolga približno 9,7 kilobaz. Na 5'-koncu vsebuje kovalentno vezan 
protein VPg (angl. viral protein genome-linked), na 3'-koncu pa kovalentno vezan 
poliadeninski rep. Obe terminalni strukturi imata pomembno vlogo pri zaščiti, podvojevanju 
in uravnavanju izražanja virusnega genoma. Po vstopu virusa v rastlinsko celico, proteinski 
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plašč razpade in sprosti svoj RNK genom, ki vsebuje en razširjen odprt bralni okvir (ORF, 
angl. open reading frame) in deluje neposredno kot mRNK. Nato pride do ekspresije genoma 
in do sinteze enega samega velikega poliproteina, ki se kasneje s pomočjo treh virusno 
specifičnih proteaz razcepi v 10 zrelih beljakovin (Karasev in Gray, 2013). Na N-
terminalnem obočju genomske regije P3 vsebuje še dodatni ORF, ki zapisuje protein PIPO 
(angl. pretty interesting Potyviridae ORF). Vloge proteina PIPO so razmnoževanje in 
premikanje virusa ter zatiranje sistemskega utišanja (Chung in sod., 2008). Celoten proces 
razmnoževanja virusa poteka znotraj endoplazemskega retikuluma. Na novo sintetizirani 
virusni delci se nato prek plazmodezem transportirajo v sosednje rastlinske celice s pomočjo 
pomožnih virusnih proteinov. Porazdelitev virusov je odvisna od usklajenih in 
uravnoteženih interakcij med dejavniki, ki jih zajemata tako virus kot tudi rastlina (Niehl in 
Heinlein, 2010). Okužba lahko vključuje blažje ali hujše mozaične simptome, nepravilnosti 
listov ali celo vensko nekrozo, kar lahko privede do zaviranja rasti in propada rastline 
(Karasev in Gray, 2013). PVY se lahko prenaša mehansko ali s pomočjo prenašalnih 
vektorjev, lahko se prenaša tudi vegetativno preko gomoljev krompirja. Najpogostejši način 
okužbe rastlin s PVY v naravi je s pomočjo listnih uši (Missiou in sod., 2004). V krompirju 
lahko virus povzroči več različnih bolezenskih znakov, ki jih razdelimo v bolezni gomolja 
in bolezni listov. Simptomi in resnost teh bolezni so odvisni od sorte krompirja, seva virusa, 
razmer v okolju in od vrste okužbe, ki jih delimo na primarne (trenutna sezona) ali 
sekundarne (prenos preko gomoljev) (Karasev in Gray, 2013). 
 
Slika 1: A – Virioni PVY, B – celični vključki "pinwheels" v okuženih rastlinskih celicah. Posneto s 
transmisijskim elektronskim mikroskopom (Lacomme in Jacquot, 2017). 
Glavni sevi PVY so: PVYO, PVYN, PVYC, PVYZ in PVYE. Sevi PVY lahko povzročijo 
preobčutljivostni odgovor (HR, angl. hypersensitive response) preko različnih genov N. 
Tako lahko sev PVYO inducira HR v prisotnosti gena Ny, sev PVYC v prisotnosti gena Nc, 
sev PVYZ preko gena Nz in sev PVYN preko vseh znanih genov N, prav tako pa lahko 
povzroči venske nekroze pri tobaku. V skupino PVYN spadata še seva PVYNTN in PVYN-Wi 
(PVYN-Wilga). Pri PVYNTN so opazili, da lahko povzroči obročkaste nekroze (PTNRD, angl. 
potato tuber necrotic ringspot disease) na gomoljih krompirja, ki lahko pomembno vplivajo 
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na kakovost pridelka. Pri PVYE ne pride do HR z nobenim od znanih genov N (Singh in sod., 
2007).  
2.2 RASTLINSKI IMUNSKI SISTEM 
Interakcija med patogenom in gostiteljem je prefinjena in dinamična. Bolezen se razvije 
takrat, ko patogen uide izpod nadzora gostiteljeve obrambe. Imunski sistem organizmov se 
je tekom evolucije stalno prilagajal. V nasprotju z večino živali so rastline pritrjeni 
organizmi, ki nimajo obtočil, njihove celice pa so obdane s togo celično steno (Coll in sod., 
2011). Prav tako rastline za razliko od sesalcev nimajo mobilnih obrambnih celic in 
somatskega adaptivnega imunskega sistema (Jones in Dangl, 2006). Vse te evolucijske 
omejitve so povzročile razvoj primarnega celično-avtonomnega imunskega sistema rastlin 
(Coll in sod., 2011). V grobem imajo rastline dve vrsti obrambe: konstitutivno in inducibilno. 
K konstitutivni obrambi spadajo strukturni elementi (trihomi, trni, trdo lubje, lupine, 
kutikula, voski, itd.) (Gurevitch in sod., 2002) in kemična obramba (tvorba beljakovinskih 
obrambnih spojin (npr. proteinazni inhibitorji (PIN)), ki vplivajo na porabo hranilnih snovi 
rastlinojedcev, tvorba toksičnih spojin (npr. nikotin) in hlapne snovi, ki privabljajo plenilce 
žuželk) (Wasternack in sod., 2006). V primeru, ko patogen premaga fizično bariero, imajo 
rastline sistem, ki zaznava patogene in ga imenujemo inducibilna obramba, kamor spada 
prirojena imunost. Tu pride do kemičnih sprememb v celicah, ki ustvarijo različne ovire, da 
se patogen ne bi širil naprej po rastlini (Gurevitch in sod., 2002). 
Velikokrat rastlinski patogeni vplivajo na rastline tako, da oslabijo njihovo rast in 
razmnoževanje (Jones in Dangl, 2006). Rastline se na okužbo odzovejo z uporabo 
prirojenega imunskega sistema, ki ga delimo na dva nivoja. Prvi nivo se odzove takoj po 
vdoru patogena v rastlino. Del prvega nivoja imunskega sistema so zunajcelični receptorji 
za prepoznavanje transmembranskih vzorcev (PRR, angl. pattern recognition receptor), ki 
se odzivajo na molekule, povezane z mikrobi (MAMPS, angl. microbial associated 
molecular patterns) ali s patogeni (PAMP, angl. pathogen associated molecular patterns). Ti 
receptorji so običajno kinaze, ki vsebujejo z levcinom bogate ponavljajoče se regije (LRR, 
angl. leucine-rich repeat). Aktivacija teh receptorjev inducira znotrajcelično signalizacijo, 
transkripcijsko reprogramiranje in biosintezo kompleksnih molekul, ki preprečujejo 
nadaljnjo kolonizacijo patogenov. To imenujemo z vzorci sprožena imunska odpornost (PTI, 
angl. pattern-triggered immunity). Uspešni patogeni uporabljajo svoje efektorje oz. 
virulentne dejavnike, da bi z njimi motili delovanje PRR. Ti patogeni aktivirajo drugi nivo 
imunskega sistema, ki se odziva na efektorje. Efektorji so lahko neposredni in delujejo preko 
receptorjev oz. ligandov ali pa posredni, ki delujejo preko njihovih učinkov na tarče 
gostitelja. Ta imunski sistem deluje večinoma znotraj celice, pri čemer uporablja specifično 
prepoznavne proteine NLR (angl. nucleotide-binding domain and leucine-rich repeats), ki 
jih kodira večina genov za odpornost (geni R, angl. resistance genes). Aktivacija NLR 
koordinira z efektorji sproženo imunost (ETI, angl. effector-triggered immunity), ki omejuje 
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širjenje patogenov (Dangl in sod., 2013). ETI se običajno aktivira s pomočjo genov R in je 
pospešen ter okrepljen odziv PTI. Aktivacija NLR inducira različne odzive, ki so odvisni od 
SA in reaktivnih kisikovih spojin (ROS, angl. reactive oxygen species) v okolici na mestu 
okužbe ali sistemsko (Jones in Dangl, 2006). 
2.2.1 Signalizacijske poti rastlinskih hormonov 
Po aktivaciji PTI ali ETI imajo različni rastlinski hormoni pomembno vlogo v obrambnih 
procesih rastlin. Glavni rastlinski hormoni, ki sodelujejo v signalnih poteh, ki jih sproži 
biotski stres, so SA, JA in ET, njihovi učinki pa so podkrepljeni z odzivi drugih hormonov, 
kot so ABA, avksini, GA, citokinini, brasinosteroidi in peptidni hormoni (Pieterse in sod., 
2012). Odpornost rastlin proti biotrofnim in hemibiotrofnim patogenom je v veliki meri 
odvisna od odzivov, ki jih posreduje SA. Ob vdoru patogena se sproži programirana celična 
smrt (PCD, angl. programmed cell death), ki preprečuje njegovo razmnoževanje na mestu 
okužbe in njegovo nadaljnje širjenje po rastlini (Verma in sod., 2016), ter do aktivacije genov 
PR (angl. pathogenesis related genes), ki kodirajo zapis za nastanek proteinov z 
antimikrobnim delovanjem. Na koncu, ko je na mestu okužbe obrambna pot SA že 
aktivirana, pride še do aktivacije podobnih obrambnih odzivov in sistemsko pridobljene 
odpornosti (SAR, angl. systemic acquired resistance) v drugih delih rastline in s tem do 
zaščite nepoškodovanih tkiv pred invazijo patogena (Pieterse in sod., 2012). Nasprotno je 
pri nekrotrofnih patogenih, ki se prehranjujejo samo z mrtvim tkivom, in rastlinojedih 
insektih. Ti povzročijo obrambne odzive, ki so odvisni od JA in ET in preprečujejo celično 
smrt ter sprožijo izločanje protimikrobnih spojin ter kopičenje proteinov s protimikrobnim 
in protiglivim delovanjem. Zaradi razlike v obrambni strategiji, stresno izzvani odgovori JA-
ET zavirajo odgovore SA in obratno (Verma in sod., 2016). Čeprav so obrambne poti SA in 
JA-ET med seboj antagonistične, so poročali tudi o sinergijskih interakcijah. Katero 
obrambno signalizacijsko omrežje se bo aktiviralo, je odvisno  predvsem od narave patogena 
in njegovega načina patogenosti (Bari in Jones, 2008). 
2.2.2 Reaktivne kisikove spojine 
Rastline gredo v svojem življenju skozi številne biotske in abiotske stresne situacije, ki 
večinoma aktivirajo mitogeno aktivirano proteinsko kinazno (MAPK, angl. mitogen 
activated protein kinase) pot. Ena najpomembnejših sprememb, ki se zgodi ob zaznavanju 
zunanjih dražljajev, je sprememba v redoks stanju, ki je posledica nastanka in kopičenja 
ROS predvsem v kloroplastih in mitohondrijih. Poleg teh organelov jih proizvajajo tudi 
NADPH-oksidaze celične stene, peroksidaze in številni drugi encimi (Jalmi in Sinha, 2015). 
Sprva so bili ROS znani le kot toksični stranski produkti pri aerobnem metabolizmu, kasneje 
pa so odkrili tudi njihovo pomembno vlogo sekundarnih obveščevalcev v različnih signalnih 
poteh pri rasti, razvoju, odgovorih na abiotski in biotski stres in PCD, kjer vzdržujejo 
normalen metabolizem ter različne celične funkcije rastlin (Bailey-Serres, 2006). Med ROS 
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uvrščamo singletni kisik (1O2), superoksidni anion (O2●−), izjemno reaktivne hidroksilne 
radikale (OH●) in najbolj stabilni vodikov peroksid (H2O2), ki velja za prevladujoči ROS in 
sodeluje pri celični signalizaciji. ROS so zelo močno povezani tudi z drugimi presnovki, 
vključno s fitohormoni, kot so SA, JA, ET, ABA in GA (Mhamdi in Van Breusegem, 2018). 
Nastajanje ROS v rastlinah sprožajo različne vrste okoljskih obremenitev, kot so povišano 
sevanje, visoka ali nizka temperatura, slanost, suša, pomanjkanje hranil in napadi patogenov. 
Zato so rastline in drugi živi organizmi razvili številne antioksidante in antioksidativne 
encime ter druge majhne molekule, ki uravnavajo raven proizvodnje ROS in tako organizme 
ščitijo pred njihovimi škodljivimi učinki. Neravnovesje med proizvodnjo ROS in njihovim 
razstrupljanjem z encimskimi in neencimskimi reakcijami lahko povzroči oksidativni stres, 
ki moti celično delovanje in povzroča celične poškodbe (Tripathy in Oelmüller, 2012).  Po 
drugi strani je lahko njihova povišana proizvodnja znak uspešnega prepoznavanja okužbe in 
aktiviranja obrambnih genov. Odkrili so jih tudi v drugih nepatogenih biotskih interakcijah, 
kot na primer v simbiotskih interakcijah z bakterijami ali v mikorizi (Torres, 2010). Ob 
vdoru patogena pride do povišanega kopičenja ROS v celicah. Poleg aktivacije obrambnih 
genov, lahko visoke koncentracije ROS neposredno ubijejo patogene, hkrati pa krepijo tudi 
sosednje celične stene in tako preprečijo širjenje invazivnih patogenov med celicami (Huang 
in sod., 2019). Tako so odkrili, kako se H2O2 nalaga okoli celičnih sten, kjer je prisoten virus. 
Vodikov peroksid je neposredno vključen v modifikacijo celičnih sten, saj peroksidaza 
katalizira navzkrižno povezovanje stenskih polimerov, zaradi česar je prodor patogenov 
oviran (Otulak in Garbaczewska, 2010). ROS lahko vzpostavijo tudi fizične ovire na mestih 
interakcij, tvorijo lipidne derivate, ki poškodujejo membrane, ali delujejo kot signalne 
molekule in sodelujejo pri nastanku sekundarnih presnovkov, ki zaustavijo rast patogenov 
(Torres, 2010). Ugotovili so tudi, da imajo ROS, kot na primer H2O2, ključno vlogo v 
zgodnjih fazah okužbe ter, da se lokalizirajo predvsem na mestih, kjer pogosteje prodirajo 
patogeni ali jih mehansko poškodujejo. Tako se H2O2 najpogosteje kopiči v mehanskih in 
žleznih trihomih povrhnjice (Otulak in Garbaczewska, 2010). 
2.2.3 Imunski odziv krompirja 
Sposobnost virusov, da povzročajo bolezni, je določena z molekularnimi interakcijami med 
gostiteljsko rastlino in virusom. Te interakcije neposredno vplivajo na razmnoževanje in 
širjenje virusa ter razvoj simptomov in obrambo gostitelja (Baebler in sod., 2011). Obramba 
krompirja pred virusom PVY je inducirana z geni R, ki so odgovorni za dve glavni vrsti 
odpornosti: geni Ry dajejo izjemno odpornost (ER, angl. extreme resistance), geni Ny pa 
sprožijo HR. Rastline krompirja, pri katerih pride do aktivacije genov Ry, ostanejo brez 
simptomov in imajo izjemno nizko kopičenje virusa v listih po okužbi. Tak primer sta vrsta 
Solanum stoloniferum, ki se jo uporablja v programih za gojenje krompirja kot vir odpornosti 
proti skoraj vsem sevom PVY (Szajko in sod., 2017), in sorta krompirja Santé (Pompe-
Novak in Lacomme, 2017). HR je lokalna reakcija in vključuje učinkovito omejevanje 
patogena ter je povezana z nastajanjem nekrotičnih lezij na mestih okužbe. Tako vrsto odziva 
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lahko opazimo pri sorti Rywal (slika 2) ob okužbi z različnimi sevi PVY (Szajko in sod., 
2017). Eden od procesov, ki se sproži med HR, je oblika lokalizirane PCD na mestu vdora 
patogena. Morfološko je to unikatna in specifična PCD (Coll in sod., 2011). Aktivacija R–
proteinov je specifična glede na sev PVY, npr. po okužbi s sevom PVYO pride do aktivacije 
proteina Ny (Vidal in sod., 2002). V nekaterih primerih se po okužbi z virusom HR aktivira, 
vendar ne uspe zaustaviti širjenje virusa in ga lahko zaznamo tudi zunaj območja celične 
smrti, kar kaže na to, da poleg PCD obstaja še dodatni molekularni mehanizem, ki preprečuje 
širjenje virusa po rastlini (Lukan in sod., 2018a). Pri sorti Rywal so odkrili gen 
preobčutljivosti Ny-1 za odpornost proti PVY. To je bil prvi znani gen, ki v rastlinah 
krompirja povzroči HR odziv tako po okužbi z običajnimi kot tudi z nekrotičnimi sevi PVY 
(Szajko in sod., 2008). Ugotovili so tudi, da lahko višje temperature vplivajo na izražanje 
HR tako, da zmanjšajo njegovo učinkovitost pri preprečevanju širjenja virusa po rastlini in 
povzročijo obsežne nekrotične simptome (Vidal in sod., 2002). Med HR so aktivne različne 
signalne poti. Takoj po vdoru patogena se začne v listih nabirati SA. Pri nadaljnji 
signalizaciji sodelujejo različni proteini, ki se vežejo na SA. Protein NPR1 (angl. non-
expresser PR1) inducira ekspresijo genov za odpornost na patogene (PR, angl. pathogen 
resistance). Med HR pride do povišanega nivoja ROS. To okolje v celici povzroči pretvorbo 
NPR1 iz neaktivne oligomerne oblike v aktivno monomerno obliko, ki se prenese iz citosola 
v jedro in tam aktivira transkripcijske faktorje (TF). Pri transgeni sorti krompirja NahG-
Rywal, se izraža bakterijski gen hidroksilaze SA (NahG), ki onemogoči kopičenje SA zaradi 
njene hitre pretvorbe v katehol. Posledično te rastline ne morejo razviti HR in inducirati 
izražanja genov PR, kar omogoča virusu nadaljnje širjenje po  rastlini (O’Brien in Benková, 
2013). 
Ključne signalne molekule, ki jih najdemo v teh biotskih interakcijah, so SA, JA in ET. Te 
signalne molekule sodelujejo še z drugimi rastlinskimi hormoni, kot so ABA, avksini, 
giberelini, citokinini in brasinosteroidi (Pieterse in sod., 2009). Številne študije so pokazale, 
da ima SA ključno regulatorno vlogo pri odpornosti rastlin proti povzročiteljem bolezni, kot 
so plesni, bakterije in virusi. Odvisno od seva virusa, lahko SA v krompirju povzroči 
zaviranje razmnoževanja virusa in njegovo širjenje (Baebler in sod., 2011). Sorta Désirée 
ima toleranten odziv na okužbo s PVY (slika 2), kar pomeni, da se v rastlini virus 
razmnožuje, vendar rastlina ne kaže simptomov okužbe (Pompe-Novak in Lacomme, 2017). 
Poleg tega ima SA pomembno vlogo pri regulaciji izražanja obrambnih genov, ki omogočajo 
obrambni odziv in razvoj simptomov. Za aktivacijo uspešnega obrambnega odziva je 
odgovorna zapletena regulatorna mreža in ne le en regulatorni element. Prav tako so 
ugotovili, da so lahko podobni morfološki simptomi posledica različnih molekularnih 
odgovorov. Poleg tega imata velik vpliv na obrambni odgovor krompirja tudi čas in 
intenziteta izpostavitve okužbi. Raziskave so pokazale, da se odzivi na izražanje gena 
gostitelja močno razlikujejo glede na čas po virusni okužbi (Baebler in sod., 2011). Različne 
sorte krompirja kažejo različne stopnje občutljivosti na določen virusni sev. Poznamo 
občutljive, tolerantne in popolnoma odporne sorte (Stare in sod., 2015).  
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Slika 2: Različni simptomi okužbe s PVYNTN pri različnih sortah krompirja: A – HR odgovor sorte krompirja 
Rywal, ki se kaže z lokalnimi nekrozami oz. lezijami na mestih okužbe, okužene rastline so brez sistemskega 
širjenja virusa, gomolji rastlin so brez simptomov  PTNRD, B – toleranten odgovor sorte krompirja Désirée z 
blagimi simptomi ali brez njih na mestih okužbe, v rastlini se virus sistemsko širi, gomolji rastline so brez 
simptomov PTNRD, C – občutljiv odgovor transgenih rastlin NahG-Désirée z izrazitimi simptomi okužbe in 
sistemskim širjenjem virusa po rastlini, D – občutljiv odgovor sorte krompirja Igor z lokalnimi nekrozami in 
klorozami, sistemskim širjenjem virusa in z izrazitimi simptomi PTNRD na gomoljih rastlin (Pompe-Novak in 
Lacomme, 2017).      
2.3 BIOLOŠKI SENZORJI 
S klasičnimi biokemijskimi metodami lahko analiziramo le produkte sekundarnih 
obveščevalcev ali proteinskih interakcij. Kljub naprednim metodam, kot je masna 
spektrometrija, imamo samo vpogled v trenutno stanje v celici brez časovne ločljivosti 
(Hamers in sod., 2013). Klasične metode, ki nam omogočajo analizo rastlinskih hormonov, 
so plinska kromatografija, kapilarna elektroforeza, HPLC, ELISA in radioimunoanaliza. Vse 
te metode večinoma zajemajo predhodno pripravo vzorcev, uporabo nevarnih kemikalij in 
so časovno dokaj zamudne (Kowalska in sod., 2011). Novejše, kvantitativne metode slikanja 
živih celic pa nam omogočajo vpogled v dinamiko bioloških molekul na subceličnem nivoju, 
hkrati pa nam ponujajo visoko prostorsko in časovno ločljivost. Sprva so te metode 
vključevale tehnike barvanja bioloških molekul, kot so ROS in kalcijevi ioni. Vendar je 
kmalu postalo število barvil, ki obarvajo določene molekule omejeno, z malo možnostmi 
izbiranja. Prav tako je večina tehnik barvanja invazivnih in nam omogočajo le prostorsko 
informacijo, časovne pa ne. Ob vse večjem zanimanju za biološko pomembne molekule so 
barvila nadomestili gensko kodirani biološki senzorji. S pomočjo transformacij lahko 
biološke senzorje vnesemo v celice in z njimi spremljamo dinamiko bioloških molekul na 
neinvaziven način (Okumoto, 2012). Izraz biološki senzor se lahko uporablja za različne 
tehnike, kot so kvantitativne ali kvalitativne analize, gensko kodirane ali fizične 
polprevodniške naprave, v realnem času ali pa so časovno frakcionirane, in vivo ali ex vivo, 
itd. (Sadanandom in Napier, 2010). Omogočajo nam spremljanje prehajanja molekul med 
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organeli oz. celicami, pretvorbe enega metabolita v drugega ali analizo signalnih poti. Prvi 
gensko kodiran biološki senzor je bil senzor za določanje kalcija v celicah, vendar ga je bilo 
potrebno injicirati v celice, kar je bilo precej invazivno in je lahko povzročilo artefakte 
(Jones in sod., 2013). Kasneje so razvili še senzorje za druge biološko pomembne molekule, 
kot so nukleotidi, hormoni, sladkorji, aminokisline in drugi ioni (Okumoto, 2012). Večinoma 
so biološki senzorji sestavljeni iz receptorja in pretvornika, ki prepoznavni dogodek pretvori 
v signal, ki ga lahko zajamemo in analiziramo. Dva najpogostejša primera takih senzorjev 
sta z encimom povezana elektroda in ligandno občutljiv receptor, povezan s fluorescenčnim 
proteinom, katerega signal lahko zaznamo s konfokalno mikroskopijo (Sadanandom in 
Napier, 2010). Odkritje zelenega fluorescenčnega proteina (GFP, angl. green fluorescent 
protein) je igralo ključno vlogo pri razvoju neinvazivnih metod in pri nastanku prvih gensko 
kodiranih bioloških senzorjev, ki so najpogosteje uporabljeni senzorji v rastlinski 
biotehnologiji, kjer se jih največkrat uporablja za spremljanje rastlinskih hormonov. 
Večinoma ti senzorji vsebujejo reporter (npr. fluorescenčen protein), katerega izražanje je 
odvisno od prisotnosti določenega hormona, ali pa se ta reporter ob prisotnosti hormona 
razgrajuje (Jones in sod., 2013). Prvi biološki senzor za proučevanje rastlinskih hormonov 
je bil avksinski senzor DR5-GFP (Sadanandom in Napier, 2010).  
Prva generacija senzorjev je vsebovala sintetični promotor, vezan z β-glukuronidazo (GUS), 
kasneje pa je bilo pokazano, da so fluorescenčni proteini bolj vsestranski in so postali prva 
izbira. Ta strategija je dobro delovala v primeru citokininskega senzorja TCS (angl. two 
component signaling sensor) (slika 3) (Muller and Sheen, 2008). V zadnjem času je bila 
razvita še ena senzorska strategija, osnovana na spremljanju razgradnje represorskih 
elementov rastlinskih hormonov, tak primer je senzor JA Jas9-VENUS (Larrieu in sod., 
2015).   
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Slika 3: Uporaba citokininskega biološkega senzorja TCSn-GFP v različnih razvojnih fazah rastline (zeleno 
obarvan signal): A – apikalni meristem korenine, B- apikalni meristem poganjka (slikano z zgornje strani), C 
– apikalni meristem poganjka (slikano od strani), D – celice povrhnjice in listne reže, E – primarna korenina  s 
koreninskimi laski, F – zasnova stranske korenine v zgodnjem stanju, G – nastajajoča stranska korenina, H – 
P: različni stadiji embriogeneze (Zurcher in sod., 2013). 
Obstaja veliko različnih vrst bioloških senzorjev, ki nam omogočajo merjenje različnih 
bioloških procesov. Senzorji, ki poročajo o elektrokemijskih spremembah, se uporabljajo za 
zaznavanje mlečne kisline, fenolnih spojin in fitohormonov. Fluorescenčni biološki senzorji 
za proučevanje kalcija, fitohormonov in ogljikovih hidratov pa temeljijo na spremembah 
fluorescenčnih lastnosti molekul. Poznamo tudi biološke senzorje, ki temeljijo na osnovi 
površinskih lastnosti. Ti senzorji uporabljajo protitelesa in nam omogočajo prepoznavanje 
občutljivih afinitet (Hamers in sod., 2013). V grobem lahko fluorescenčne biološke senzorje 
razdelimo v dve skupini: senzorje na osnovi enega fluorescenčnega proteina (FP) in senzorje 
na osnovi fluorescenčnega resonančnega prenosa (FRET). Prvi izkoriščajo dejstvo, da je 
kromofor, ki se nahaja v notranjosti molekule, občutljiv na spremembe oksidativnega stanja 
v celici. Zaradi te lastnosti lahko FP ob vezavi liganda in spremenjene sekundarne strukture 
drastično spremeni svojo fluorescenco in tako deluje kot senzor za določen ligand. Te 
senzorje lahko naprej razdelimo v dve skupini in sicer na senzorje, ki temeljijo na 
intenzivnosti in se odzovejo na ligand s spremembo intenzitete svojih emisijskih vrednosti 
ter na radiometrične senzorje, ki spreminjajo svoj emisijski spekter glede na koncentracijo 
liganda v okolici. Prednosti FP-senzorjev so preprosta uporaba, večinoma potrebujemo 
informacije le o eni valovni dolžini vzbujanja, kar ima za posledico boljšo časovno ločljivost 
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od FRET, potrebna je minimalna programska oprema, prav tako pa nam omogočajo večji 
dinamični razpon kot FRET senzorji. Po drugi strani pa so njihove pomanjkljivost to, da 
pogosto prihaja do napak pri meritvah, saj so spremembe v intenzivnosti FP lahko posledica 
sprememb v pH ali fizičnih dimenzijah vzorca (npr. debelina celic). Zato je določanje 
absolutne koncentracije neke molekule manj zanesljivo pri senzorjih z enim FP. Te težave 
lahko delno odpravimo z uporabo še enega FP v istem celičnem oddelku, ki ni občutljiv na 
ligand. Vendar to že zahteva nastavitev strojne opreme, primerljive s slikanjem FRET. FRET 
senzorji izkoriščajo dva fluorofora, donorskega in akceptorskega, energija, prenešena med 
fluoroforama, je odvisna od razdalje med njima. Senzorji FRET tako preko konformacijskih 
sprememb v senzornih domenah zaznavajo interakcije med molekulami (Okumoto, 2012).  
Glavna prednost gensko kodiranih senzorjev je sorazmerno enostavno izražanje v 
posameznih celicah ali celo v celih organizmih. Poleg tega je z njimi mogoče spremljati 
dinamiko v daljšem časovnem obdobju, tj. več celičnih generacijah, kar omogoča 
pridobivanje tako prostorske kot tudi časovne informacije. Prav tako nam ti senzorji 
omogočajo specifično ciljanje na različne organele z uporabo signalnih peptidov, kar ima za 
posledico različne prostorske informacije. Gensko izražanje fluorescenčnih proteinov 
senzorjev lahko reguliramo tudi s pomočjo različnih promotorjev. Lahko uporabimo 
inducibilni promotorski sistem in s tem zmanjšamo potencialen vpliv na avtohtone celične 
procese. Najpogostejši pristop k preučevanju endogenih procesov z minimalnim 
vznemirjanjem preiskovanega biološkega sistema je uporaba biološkega senzorja z 
reguliranim izražanjem (Hamers in sod., 2013).  
Glavna težava pri uporabi bioloških senzorjev v rastlinah je visoka avtofluorescenca 
rastlinskega tkiva. Zato je zelo pomembno vedeti, kateri senzor bomo uporabili v določenem 
rastlinskem tkivu. Npr. fluorescenco GFP bomo zelo težko opazili v rastlinskih tkivih z 
veliko lignina (npr. ksilem), rdečih fluoroforov (RFP, angl. red fluorescent protein) pa ne 
bomo opazili v kloroplastih. Zato je velikokrat najbolje uporabiti senzor s proteinskim parom 
(npr. GFP-RFP). Drugi način v izogib težavam z avtofluorescenco rastlinskega tkiva je 
uporaba bioluminiscentnih proteinov (BP, angl. bioluminescent proteins). Naslednji 
problem, ki se pojavi ob uporabi bioloških senzorjev, je slab signal samega fluorescenčnega 
proteina v rastlinskem tkivu zaradi posttranskripcijskega genskega utišanja (PTGS, angl. 
post‐transcriptional gene silencing). V izogib tej težavi lahko enega od fluoroforov 
nadomestimo s FP, pridobljenim iz drugega organizma ali pa uporabimo rastlinske 
promotorje, ki nam pomagajo pri lajšanju težav z utišanjem genov (npr. native promoters 
UBQ10) (Okumoto, 2012). Zaradi omejitev pri nekaterih značilnostih fluorescenčnih 
proteinov so razvili nove, izboljšane različice. Mutageneza rumenega fluorescenčnega 
proteina (YFP, angl. yellow fluorescent protein) je privedla do nastanka nove različice 
VENUS, ki naj bi bil manj občutljiv na pH in kloridne ione, hkrati pa ima veliko krajši čas 
zorenja (Sadanandom in Napier, 2010).   
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S pomočjo bioloških senzorjev lahko spremljamo posamezne člene v metabolizmu (encime, 
transporterje in regulatorne proteine), redoks potencial in signalne molekule (ROS, kalcij, 
fitohormoni) v rastlinskih celicah (Okumoto, 2012). Prav tako lahko z njihovo pomočjo 
proučujemo odzive rastlin na stres in prepoznavamo bolezni (Sadanandom in Napier, 2010). 
Dober biološki senzor mora biti specifično odziven na svojo tarčo, imeti mora zmožnost 
kvantitativnega odziva v območju fizioloških koncentracij organizmov, zagotoviti mora 
dinamični in prostorski odziv v in vivo pogojih in ne sme vplivati na endogeni signalni 
sistem, v katerem se nahaja (Larrieu in sod., 2015). 
2.3.1 Tehnologija GFP 
GFP je prva gensko kodirana fluorescenčna sonda, ki je bila izolirana iz meduze Aequorea 
victoria (Hamers in sod., 2013). Protein je velik 27 kilodaltonov in vsebuje 238 aminokislin 
velik polipeptid, ki tvori sekundarno strukturo β-sodček. Ta je sestavljen iz 11 β-trakov, ki 
obdajajo α-vijačnico v notranjosti. V notranjosti sodčka se nahaja kromofor, ki ga sestavljajo 
tri aminokisline serin-65, tirozin-66 in glicin-67, ki so del α-vijačnice (Meyer in Dick, 2010). 
Kromofor v razvitem stanju ne fluorescira. Ko se ti trije aminokislinski ostanki v procesih 
ciklizacije, dehidracije in oksidacije pretvorijo v fluorofor, ta maksimalno absorbira svetlobo 
pri 395 nm in 475 nm. Čas, po katerem lahko opazimo fluorescenco fluorescenčnih 
proteinov, lahko traja od nekaj minut pa vse do nekaj ur. Kristalno strukturo GFP so prvič 
opisali leta 1966 (Hamers in sod., 2013). Aminokislino serin-65 lahko zamenjamo tudi s 
treoninom in tako dobimo okrepljen GFP (EGFP) z vrhom vzbujanja pri 488 nm. Nadaljnja 
mutacija T203Y pri EGFP je privedla do nastanka YFP z največjo ekscitacijo pri 513 nm in 
emisijo pri 527 nm (Meyer in Dick, 2010).  
Fluorescenca je proces, ki se pojavi v določenih molekulah, kot so poliaromatski 
ogljikovodiki in/ali heterociklične spojine. Te molekule lahko absorbirajo svetlobo in s tem 
dvignejo elektrone v vzbujeno stanje, presežek energije pa se pretvori v fotone, ki jih oddaja 
elektron med vrnitvijo v osnovno stanje. Pomembni in merljivi parametri fluorescence so 
kvantni izkoristek (Q), koeficient ekstinkcije (ε) in življenjska doba fluorescence (τ). 
Kvantni izkoristek je merilo učinkovitosti fluorescenčne emisije fluorofora in daje verjetnost 
svetlobne emisije glede na izgube drugih energij. Najpogosteje uporabljene fluoroforne 
molekule imajo kvantne izkoristke med 0,2 in 0,9. Koeficient ekstinkcije odraža 
učinkovitost, s katero kromofor absorbira svetlobo. Neposredno je povezan s presekom 
absorpcije svetlobe kromofora in posledično z njegovo velikostjo. Življenjska doba 
fluorescence je opredeljena kot povprečni čas, ko je elektron v vzbujenem stanju, preden se 
vrne v osnovno stanje. Tipične življenjske dobe fluorescence se gibljejo od 100 ps do 100 
ns, odvisno od fotofizičnih lastnosti fluorofora (Hamers in sod., 2013). GFP in njegove 
različice so odporni proti različnim proteazam ter stabilni pri fiziološkem pH okolja. Vse te 
lastnosti so privedle do nastanka različnih fluorescenčnih bioloških senzorjev za opazovanje 
fizioloških parametrov (Meyer in Brach, 2009).   
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2.3.1.1 Biološki senzorji roGFP 
Na redoks stanje občutljivi GFP (roGFP, angl. reduction-oxidation sensitive GFP) je 
biološki senzor, ki nam neposredno in neinvazivno prikaže celične redoks spremembe. 
Specifične biološke senzorje roGFP lahko izrazimo v različne celične organele in tam 
lokalno  merimo redoks spremembe (Meyer in sod., 2007). Večina presnovnih reakcij v 
rastlinskih celicah poteka v plastidih, mitohondrijih in citoplazmi. Za normalno delovanje 
encimov v teh organelih je zelo pomembno redoks stanje okolice. Ena izmed prvih metod, 
ki nam je omogočala vizualno spremljanje ROS v celicah, je bila barvanje s pomočjo 
fluorescenčnih barvil (npr. H2DCF-DA), ki ima kar nekaj pomanjkljivosti (Meyer in Brach, 
2009). Npr. določena barvila nam omogočajo oceno vsebnosti celičnega glutationa, vendar 
ne morejo posredovati informacij o redoks stanju (Meyer in Dick, 2010). Kasneje so razvili 
biološki senzor roGFP, ki nam omogoča dinamične meritve s pomočjo konfokalne 
mikroskopije. Senzor so pripravili tako, da so v molekuli GFP s cisteinom zamenjali dve 
površinsko izpostavljeni aminokislini. Ta zamenjava je omogočila razvoj roGFP, ki je 
občutljiv na spremembe redoks potenciala (Rosenwasser in sod., 2010). Zamenjani 
aminokislini se nahajata na antiparalelnih β-trakovih sedem in deset. Površinsko izpostavljen 
cistein-48 pa je bil zamenjan s serinom, da ne bi prišlo do njegove oksidacije pri spremembi 
redoks stanja. Cisteinska ostanka v notranjosti β-sodčka tvorita disulfidni most, kar povzroči 
majhne spremembe v konformaciji okrog kromofora, to pa povzroča spremembe v 
spektralnih lastnostih in posledično možne radiometrične metode meritev (slika 4). Ob 
ekscitaciji roGFP pride do dveh ekscitacijskih vrhov. Tvorba disulfidnega mostu je 
neposreden odziv na redoks stanje glutationskega redoks pufra v okolici roGFP. 
Glutaredoksin (GRX) je sposoben interakcije z roGFP in omogoča ravnotežje med roGFP 
in redoks stanjem celičnega glutationskega redoks pufra. Spremembe v glutationskem 
redoks stanju se lahko tako preko GRX takoj prenesejo na roGFP. Ker ima GRX reverzibilno 
sposobnost oksidacije in redukcije svoje tarče, nam to omogoča dinamično spremljanje 
fluorescence (Meyer in Brach, 2009). Ugotovili so tudi, da je roGFP2 specifičen le za GRX, 
tioredoksin (TRX) pa nanj ne vpliva. TRX si z GRX deli strukturne lastnosti za pravilno 
lego cisteinskih ostankov, poleg ima še edinstven strukturni element, ki omogoča 
prepoznavanje proteinskih disulfidov. roGFP2, izražen v citosolu zazna redoks stanje 
celičnega glutationskega pufra preko GRX, ki deluje kot posrednik reverzibilnega pretoka 
elektronov med glutationom in roGFP2. Visoka občutljivost roGFP2 za oksidirani glutation-
disulfid preko GRX omogoča uporabo roGFP2 za spremljanje stresno izzvanih sprememb 
in vivo, kar pomeni v realnem času (Meyer in sod., 2007). Vse doslej objavljene študije so 
potrdile dinamično odzivnost znotrajceličnega roGFP na eksogeno uporabljene oksidante 
(npr. H2O2) in reducente (npr. DL-ditiotreitol) (Meyer in Dick, 2010). Hanson in sod. (2004) 
so bili prvi, ki so pripravili biološki senzor roGFP, ki omogoča merjenje redoks potenciala 
tako v citoplazmi, kot tudi v mitohondrijih v živalskih celicah v realnem času. Jiang (2006) 
pa je ta senzor pripravil za raziskave v rastlinah.   
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Slika 4: Glavne strukturne lastnosti roGFP2: A – disulfidna navzkrižna povezava cisteinov Q204C/S147C v 
bližini kromofore GFP. B zgoraj - gostota elektronov oksidiranih kristalov po odstranitvi atomov Cβ in Sγ iz 
ostankov 147 in 204, spodaj - gostota elektronov reduciranih kristalov po odstranitvi atomov Cβ in Sγ iz 
ostankov 147 in 204 reduciranega delnega modela (Hanson in sod., 2004). 
Danes poznamo več različic roGFP. Različica roGFP1 je izpeljana iz prvotne GFP sekvence 
in še vedno vsebuje kromofor, ki je sestavljen iz aminokislin serin-65, tirozin-66, glicin-67. 
Različica roGFP2 se od prve razlikuje le po tem, da je bil serin-65 zamenjan s treoninom-
65. Ta mutacija je privedla do razlik v ekscitacijskih lastnostih ter do spremembe 
ekscitacijskega vrha, ki je med 395 in 490 nm. Vendar je ta mutacija povzročila, da je 
roGFP2 rahlo pH-občutljiv, kar pomeni, da bodo pri nižjem pH fluorescenčne emisije 
zmanjšane. Kljub temu, da je roGFP2 manj reduciran, se oksidira hitreje kot roGFP1 (Meyer 
in Brach, 2009). Poleg roGFP1 in roGFP2 so opisali še druge različice s spremenjenimi 
aminokislinami v bližini reaktivnih cisteinov. Glede na poskus, ki ga izvajamo, je odvisno 
kateri biološki senzor roGFP bomo izbrali. Zaradi boljše stabilnosti pri različnih pH okoljih 
je bolje izbrati roGFP1. Če želimo izvajati radiometrične meritve (npr. s konfokalnim 
mikroskopom) pa je bolje uporabiti senzor roGFP2, saj nam omogoča ekscitacije pri 405 nm 
in 488 nm (Meyer in Brach, 2009). Prav tako je zelo pomembno tudi v katerem organelu 
spremljamo redoks stanje, saj je v nekaterih organelih okolje bolj reducirajoče, v drugih pa 
oksidirajoče. roGFP1 je bolj primeren za spremljanje redoks stanja v mitohondrijih in 
citoplazmi, kjer je redoks stanje bolj reducirajoče, medtem ko je senzor roGFP2 bolj 
primeren za spremljanje redoks potenciala v kloroplastih, kjer  je redoks stanje bolj 
oksidirajoče (Stonebloom in sod., 2011).  
Glede na signalni peptid roGFP lahko biološki senzor lokaliziramo v različnih celičnih 
razdelkih. Senzorja c-roGFP1 in mt-roGFP1 so pripravili Jiang in sod. (2006), s katerima so 
transformirali rastline navadnega repnjakovca. Biološki senzor c-roGFP1 se izraža v 
citoplazmi, senzor mt-roGFP1 pa v mitohondrijih rastlinskih celic. Stonebloom in sod. 
(2011) so pripravili biološki senzor pt-roGFP2, ki se izraža v kloroplastih. Senzor so 
pripravili tako, da so zamenjali zaporedje, ki kodira zapis za mitohondrijski lokalizacijski 
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peptid v senzorju mt-roGFP2 z zaporedjem, ki nosi zapis za tranzitni peptid majhne podenote 
Rubisco (Stonebloom in sod., 2011). Senzor c-roGFP1 nam omogoča spremljanje vlog 
oksidativnega stresa v številnih rastlinskih procesih, senzor mt-roGFP1 nam omogoča 
raziskave patogeneze in apoptoze (Jiang, 2006), senzor pt-roGFP2 pa so uporabili za 
proučevanje medceličnega transporta preko plazmodezem, ki je pod vplivom celičnega 
redoks stanja (Stonebloom in sod., 2011). 
2.3.2 Biološki senzor jasmonske kisline 
Poleg ROS sodelujejo v različnih signalnih poteh tudi rastlinski hormoni, ki skupaj z ostalimi 
signalnimi molekulami lokalno ali sistemsko aktivirajo različne obrambne gene in odgovore. 
Veliko teh odgovorov regulirajo tudi JA in njeni derivati jasmonati (Larrieu in sod., 2015). 
JA in jasmonati so derivati ciklopentanona, ki jih rastlina sintetizira iz maščobnih kislin, 
natančneje iz linolenske kisline preko oktadekanojske poti, kjer je 12-oksofitodienojska 
kislina (OPDA) osrednji intermediat. Sprva sinteza poteka v stromi plastidov, kasneje pa se 
OPDA prenese v peroksisome (Wasternack in sod., 2006). Obstajali naj bi dve vrsti 
biosinteze JA; prva je lokalizirana v kloroplastih, druga pa v citoplazmi. Sinteza JA je 
regulirana s koncentracijo JA v tkivih, ki je na splošno dokaj nizka. Pri krompirju je raven 
JA v tkivih višja kot pri drugih rastlinskih vrstah (npr. navadni repnjakovec). JA igra 
pomembno vlogo pri rastlinskih razvojnih in obrambnih procesih, kot so senescenca, 
regulacija rasti, kalitev semen, razvoj cvetnega prahu, odzivi na abiotski (mehanski stres in 
suša) in biotski stres (napadi škodljivcev in patogenov) (He in sod., 2002). Ob prisotnosti 
patogenov (npr. plesni) ter ob povišani izpostavljenosti UV-svetlobi in ob povišanih 
temperaturah se v rastlinskem tkivu začnejo kopičiti visoke koncentracije JA. Raziskave so 
pokazale, da se JA sintetizira kot odziv na singletni kisik, ki je eden izmed glavnih ROS, ki 
nastanejo med fotosintezo. JA in njeni derivati imajo dva glavna učinka na izražanje genov 
v listih ječmena in drugih rastlinskih vrst: najprej aktivirajo proteine JIP (angl. jasmonat‐
induced proteins), nato pa zavirajo sintezo proteinov, ki so vključeni v fotosintezo. JA zavira 
tako jedrne kot tudi plastidne fotosintetske gene. Vse to povzroči drastičen padec hitrosti 
fotosinteze in fiksacije ogljikovega dioksida (Reinbothe in sod., 2009). 
Ko so v celici nizke koncentracije JA, je aktivnost TF, ki regulirajo gene, katerih izražanje 
je odvisno od JA, zavirana s strani družine proteinov, imenovane »Jasmonate-ZIM-Domain« 
(JAZ) (Larrieu in sod., 2015). Ena najbolje raziskanih komponent signalne poti JA je 
receptor COI1 (angl. coronatine insensitive1), ki je del kompleksa za razgradnjo beljakovin 
ubikvitin-ligaze Skp1/Cullin/F-box (SCF) E3 (SCFCOI1). Visoke ravni JA spodbujajo 
interakcijo kompleksa SCFCOI1 z zaviralci JAZ in tako aktivirajo transkripcijo genov, 
katerih izražanje je uravnavano z JA (O’Brien in Benková, 2013). Bioaktivna oblika JA, 
imenovana JA-Ile, povzroči vezavo zaviralca JAZ na receptor COI1 in tako inducira njegovo 
razgradnjo preko SCFCOI1. Ob prisotnosti bioaktivne oblike JA-Ile v celici pride do 
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razgradnje proteina JAZ (kot sta npr. JAI3 in JAZ1) in do aktivacije TF ter obrambnih genov. 
Ta razgradnja je odvisna od specifičnega Jas-motiva v proteinu (Larrieu in sod., 2015).  
Larrieu in sod. (2015) so ustvarili biološki senzor, imenovan Jas9-VENUS, ki omogoča 
spremljanje bioaktivne oblike JA v rastlinskem tkivu v in vivo pogojih. S senzorjem lahko 
spremljamo porazdelitev JA v rastlinskem tkivu, proučujemo vpliv JA v signalnih poteh ter 
kvantitativno in dinamično analiziramo odgovor hormona JA v rastlini med stresom. Jas9-
VENUS so ustvarili s pomočjo translacijske sklopitve med Jas-motivom proteinov JAZ1 in 
JAZ9 (vključno z aminokislinskimi ostanki na obeh straneh Jas-motiva) s fluorescenčnim 
proteinom VENUS. JAZ1 in  JAZ9 sta proteina, ki spadata v družino zaviralcev JAZ, ki ob 
odsotnosti JA zavirajo delovanje TF. Ta dva proteina v senzorju omogočata, da se senzor ob 
prisotnosti bioaktivne oblike JA razgrajuje. Protein VENUS vsebuje lokalizacijski jedrni 
signal N7, kar omogoča prenos proteina v jedro. Celoten konstrukt je pod nadzorom 
promotorja CaMV35S. Tako pripravljen senzor nam omogoča raziskave JA v rastlinskih 
celicah s pomočjo fluorescence rumenega fluorescenčnega proteina. Ugotovili so, da ob 
prisotnosti JA-Ile pride do specifične razgradnje senzorja Jas9-VENUS in posledično do 
upada fluorescence. Razgradnja senzorja je odvisna od COI1 in proteosoma. Fluorescenca 
proteina je neposredno povezana s kombinatornim delovanjem signala in receptorji. 
Kvantifikacija fluorescence je pokazala, da je razgradnja senzorja odvisna le od 
koncentracije bioaktivne oblike JA in neodvisna oz. zelo malo in zakasnjeno odvisna od 
drugih hormonov, kot so avksini, ABA, ET, itd. Velik odziv senzorja lahko sprožijo tudi 
derivati JA. Poleg so ustvarili še stabilno verzijo Jas9-VENUS senzorja, ki služi kot 
kontrolni senzor, saj kljub prisotnosti JA ne pride do njegove razgradnje. Kontrolni senzor 
so pripravili s pomočjo mutacij, ki preprečijo vezavo na COI1 in razgradnjo JAZ proteina. 
Senzor so poimenovali mJas9-VENUS (Larrieu in sod., 2015). 
2.3.3 Citokininski biološki senzor 
Citokinine (CK) so odkrili v petdesetih letih prejšnjega stoletja, ko so proučevali njihovo 
vlogo pri celičnih delitvah. Kasneje sta Skoog in Miller postavila znano hipotezo o avksinih 
in citokininih, kjer sta predstavila vlogo teh dveh pomembnih rastlinskih hormonih v 
rastlinski morfogenezi. Glavne stimulatorne oziroma inhibitorne vloge CK pri razvojnih 
procesih so rast korenin in njihovo razvejanje, kontrola apikalne dominance poganjkov, 
razvoj kloroplastov in senescenca listov (Werner in sod., 2001). Poleg tega CK sodelujejo 
tudi pri odgovoru na abiotski in biotski stres. Kot je že bilo omenjeno, pri imunskem 
odgovoru rastlin na patogene organizme sodeluje kompleksna mreža hormonov in ostalih 
signalnih molekul (O’Brien in Benková, 2013). Glavni rastlinski hormoni, ki sodelujejo pri 
imunskem odgovoru in obrambi so SA, JA in ET, vendar imajo tudi CK pomembno vlogo. 
V okuženih rastlinah so ravni CK uravnane z ravnmi SA, njihove signalne poti pa se med 
seboj križajo. Na primer, s citokinini aktiviran TF ARR2 (angl. arabidopsis response 
regulator 2) tipa B deluje s faktorjem TGA3 transkripcijskega tipa bZIP in spodbuja s SA 
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uravnavane obrambne odzive. Podobno se je izkazalo, da sinergistična interakcija med SA 
in CK, odvisna od OsNPR1 in WRKY45, povečuje odpornost proti glivam (Verma in sod., 
2016). Prvi vplivi CK v biotskem stresu so bili raziskani na transgenih rastlinah tobaka. Te 
rastline imajo prekomerno izražen gen, ki kodira zapis za protein RGP1 (angl. Ras-related 
small GTP-binding protein 1) in povišane ravni SA ter izražanje gena PR-1a (angl. acidic 
pathogenesis-related 1 gene) v primerjavi z rastlinami divjega tipa. Njihovi fenotipi so bili 
značilni za visoko endogeno aktivnost CK, kot na primer zmanjšano apikalno dominanco, 
njihova odpornost proti različnim virusom (npr. virus tobačnega mozaika, krompirjev virus 
X in PVY) pa se je povečala. Dokazali so tudi, da CK sledijo odgovorom obrambe, ki jih 
posredujeta SA in JA. Ob napadu patogena se aktivirata PTI in ETI, kar privede do povišane 
proizvodnje SA in CK. Kopičenje CK privede do sinteze in nalaganja fitoaleksinov, ki 
učinkovito omejijo razvoj patogena ter s tem pripomorejo k povečanju odpornosti, ki je 
neodvisna od SA. Visoke vrednosti CK prispevajo tudi k uravnavanju izražanja genov PR1, 
PR3, PR4 in PR5. Prav tako je medsebojno delovanje med JA in CK morda neposredno 
povezano, njuna interakcija pa je verjetno antagonistična. Pri krompirju so ugotovili, da 
lahko tretiranje rastlin z JA povzroči kopičenje CK ribozidov medtem, ko istočasno močno 
zavira rast kalusa, ki ga povzročijo CK. Na splošno naj bi CK pri razhudnikovkah spodbujali 
primarne obrambne odzive s povečanjem razmerja fitoaleksin-patogen v zgodnjih fazah 
okužbe in tako učinkovito omejili širjenje patogena (O’Brien in Benková, 2013). 
Za boljše razumevanje biosinteze CK, metabolizma in mehanizmov uravnavanja so razvili 
različne kvantitativne metode za spremljanje njihovih koncentracij (Tian in sod., 2014). 
Poznamo več oblik endogenih CK, ki jih najdemo v obliki baz (Z, DHZ in iP), ribozidov ali 
konjugatov: trans-zeatin (Z), trans-zeatin-ribozid (ZR), trans-zeatin-9-glukozid (Z-9-G), 
dihidrozeatin (DHZ), dihidrozeatin ribozid (DHZR), dihidrozeatin-9-glukozid (DHZ-9-G), 
izo-pentil adenin (iP), izo-pentil adenozin (iPA) in izo-pentil adenin-9-glukozid (iP-9-G). 
Citokininske proste baze in njihovi ribozidi so biološko aktivne oblike hormona. 
Citokininska glukozilacija je mehanizem ireverzibilne citokininske inaktivacije. Po okužbi 
krompirja s PVYNTN pride do sprememb v citokininskem metabolizmu ter do sprememb v 
koncentracijah bioaktivnih citokininskih prostih baz in ribozidov in neaktivne oblike 9-
glukozida (Dermastia in sod., 1995). Po okužbi rastlin z virusi se sicer povečajo 
koncentracije CK, vendar se zmanjšajo koncentracije aktivnih oblik (Dermastia in Ravnikar, 
1996). Porazdelitev aktivnih citokininskih ligandov v rastlinah je težko določiti, saj poteka 
njihova biosinteza v kompleksnih encimskih poteh (Zurcher in sod., 2013).  
Poleg klasičnih, analitičnih analiz rastlinskih vzorcev (Tian in sod., 2014), lahko dogajanja 
in vivo spremljamo tudi s pomočjo rastlinskih mutant, ki je lahko dokaj zapletena metoda 
zaradi velikega števila vpletenih genov ali tesne povezave lokusov. Poleg tega so fenotipi 
pogosto pleiotropni ali povzročajo zgodnjo letalnost, kar lahko prikrije informacije, ki nas 
zanimajo (Zurcher in sod., 2013).  
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Poznanih je že kar nekaj elektrokemijskih senzorjev, citokinskih elektrod in 
amperometričnih biosenzorjev na osnovi encimov (Tian in sod., 2014). Poleg teh senzorjev 
poznamo tudi dvokomponentni sintetični senzor za označevanje TCSn-GFP, ki ima večjo 
občutljivost na komponente CK, kjer nam močan GFP signal omogoča analizo tkiva. Senzor 
nam prav tako omogoča raziskave fosforilacijskih signalnih poti, ki jih aktivirajo CK 
(Zurcher in sod., 2013). Citokininska aktivacija transkripcije je posredovana s 
fosforilacijskim večstopenjskim signalnim omrežjem. Končni korak v signalni kaskadi je 
aktivacija transkripcije jedrnih genov, ki jo uravnavajo jedrni B-tip proteinov RR (angl., 
response regulator). Ti se vežejo na promotorje neposredno-zgodnjih ciljnih genov preko 
Myb DNK vezavnih domen (Liu in Müller, 2016). Poleg teh poznamo še jedrni A-tip 
proteinov RR, ki zavirajo transkripcijo in delujejo v negativni povratni zanki (Müller in 
Sheen, 2008). Za spremljanje aktivacije transkripcije genov, ki so odvisni od CK, so 
pripravili dvokomponentni sintetični promotor TCS, ki vsebuje sestavljene združljive 
motive za aktiviran B-tip proteinov RR v optimizirani konfiguraciji. Poročevalci na osnovi 
TCS omogočajo natančno in občutljivo zaznavanje aktiviranega B-tipa proteina RR. 
Ugotovili so, da ima TCS specifičen odziv na trans-zeatin, cis-zeatin, ortho-topolin, 
thidiazuron in N6-(D2-izopentil)adenin (Müller in Sheen, 2008). Uporaba fluorescenčnega 
poročevalca (npr. GFP) nam omogoča vizualizacijo citokininske signalizacije s pomočjo 
konfokalne mikroskopije brez invazivnih metod (Liu in Müller, 2016). Kasneje so razvili še 
drugo različico promotorja TCSn, ki ima večjo občutljivost za CK in je bolj obstojen 
(Zurcher in sod., 2013). Glavna pomanjkljivost TCSn poročevalca je ta, da z njegovo 
pomočjo ne moremo določiti dejanskih koncentracij CK, vendar lahko spremljamo njihove 
signalne poti. Koncentracije CK lahko merimo s pomočjo masne spektrometrije in z uporabo 
celično specifičnih označevalcev, vendar pa je ta metoda tehnično precej zahtevna. Druga 
možnost je, da se fluorescenčno označi bioaktivne vrste CK. Kljub vsemu ostaja poročevalec 
TCSn najpogosteje uporabljan biološki senzor pri proučevanju CK (Wybouw in De Rybel, 
2018). 
20 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
- avtoklav A-21 CAV (Kambič) 
- centrifuga 5417 R (Eppendorf) 
- centrifuga 5804 R (Eppendorf) 
- elektroporator 2510 ( Eppendorf) 
- homogenizator FastPrep-24 Classic (MP Biomedicals) 
- inkubator (Kambič) 
- komora za pripravo reakcijskih mešanic za PCR UVT-S-AR (Biosan) 
- komora za sterilno delo z bakterijami, plazmidi in produkti PCR Biosafe 2-
130 (Ehret) 
- komora za sterilno delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami Aura-H 130 (Ehret) 
- konfokalni makroskop Leica TCS LSI (Leica Microsystems) 
- magnetno mešalo Rotamix 560 MMH (Tehtnica Železniki) 
- mikrovalovna pečica R-613 (Sharp) 
- namizna centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf) 
- naprava za izvedbo PCR GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) 
- pH-meter SevenMulti (Mettler Toledo) 
- rastna komora RK-2 (Kambič) 
- sistem za agarozno gelsko elektroforezo (Biorad) 
- spektrofotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies) 
- spektrofotometer UltraSpec10 (Amersham Biosciences) 
- stresalnik I-105CK (kambič) 
- tehtnica BP 310 S (Sartorius) 
- termoblok I-8 (Kambič) 
- transiluminator SafeImager (Invitrogen) 
- UV-transiluminator (UViPro) 
- vibracijsko mešalo Vibromix 114 (Tehtnica Železniki) 
- vodna kopel RT-1000 (Kambič) 
3.1.2 Raztopine antibiotikov, rastlinskih hormonov, reagentov in ostalih kemikalij 
Vsi uporabljeni antibiotiki (preglednica 1), rastlinski hormoni (preglednica 2), reagenti, 
kemikalije in ostale raztopine so našteti in opisani spodaj.  
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Preglednica 1: Seznam uporabljenih antibiotikov. Antibiotiki so raztopljeni v ddH2O, razen rifampicina, ki je 
raztopljen v DMSO. 
 
  
Preglednica 2: Seznam uporabljenih rastlinskih hormonov. Rastlinski hormoni so raztopljeni v ddH2O.  
Hormon (proizvajalec) Koncentracija založne raztopine  
2,4-dikloroocetna kislina (2,4-D) (Fluka) 220 mg/l 
6-benzilaminopurin (BAP) (Sigma) 1 mg/ml 
Giberelinska kislina (GA3) (Sigma) 1 mg/ml 
Kinetin (Sigma) 220 mg/l 
α-naftalenocetna kislina (NAA) (Sigma) 1 mg/ml, 0,1 mg/ml 
Trans-zeatin ribozid (ZR) (Duchefa) 1 mg/ml 
 
Končne koncentracije rastlinskih hormonov v gojiščih so podane v preglednici 4. 
Uporabljene kemikalije 
- 100-% glicerol (Kemika) 
- 2-morfolin-4-iletansulfonat (MES) hidrat 
- acetosiringon (Aldrich) 
- agaroza (Sigma) 
- CaCl2 (Merck) 
- dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma) 
- etidijev bromid (Sigma) 
- HCl (Merck) 
- karborund (VWR Chemicals) 
- kremenčev pesek (Supelco) 
- MgCl2 (Merck) 
- natrijev dietilditiokarbamat trihidrat (DIECA) (Sigma) 
- NaH2PO4 × H2O (Merck) 
- Na2HPO4 (Merck) 
- NaOH (Merck) 
- voda brez nukleaz (Ambion) 
 
  
Antibiotik (proizvajalec) Koncentracija založne raztopine (mg/ml) Končna koncentracija v gojišču (μg/ml) 
Ampicilin (Sigma) 50 100 
Higromicin (InvivoGen) 100 20 
Kanamicin (Duchefa) 50 50 
Makrocef (Krka) 250 250 
Rifampicin (Sigma) 50 20 
Spektinomicin (Sigma) 50 75 
Vankomicin (Duchefa) 50 200 
22 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Raztopine in pufri 
- 0,2 mM raztopina acetosiringona: založno raztopino 200 mM acetosiringona 
(v DMSO) smo odpipetirali v ddH2O 
- 10 mM raztopina MgCl2 v ddH2O 
- 1 M raztopina MES v ddH2O 
- 200 mM raztopina DL-ditiotreitola (DTT) (Sigma) v ddH2O 
- 100 mM raztopina H2O2 (Merck): 30-% H2O2 v ddH2O 
- 50 × pufer Modified TAE (Milipore) 
- 50 × pufer TAE (Milipore) 
- agroinfiltracijska raztopina: 10 mM MgCl2, 10 mM MES in 0,15 mM 
acetosiringon 
- ekstrakt SLiCE (angl. seamless ligation cloning extract) so pripravili na NIB-
u tako, kot so opisali Lukan in sod. (2018b) 
- fosfatni pufer z reagentom DIECA: mešanica 1,3 ml raztopine A, 8,7 ml 
raztopine B, 0,225 g DIECA, dopolnjeno z ddH2O do 100 ml, pH = 7,6 
- raztopina A: 0,2 M NaH2PO4 
- raztopina B: 0,2 M Na2HPO4 
- lestvica DNA MassRuler DNA Ladder, Mix, ready-to-use (Fermentas) 
- nanašalni pufer 1 × Loading Dye (NEB): nanašalni pufer 6 × Loading Dye 
Solution smo zmešali s 100-% glicerolom in avtoklavirano ddH2O v 
volumenskem razmerju 1:2,5:7,5 
- raztopina 0,1 M CaCl2 v ddH2O 
- raztopina 10-% in 80-% glicerola v ddH2O 
- raztopina sterilnega 1 M NaOH v ddH2O 
- raztopina giberelinske kisline: 0,34 mg/ml giberelinske kisline v ddH2O 
- sterilna raztopina za pripravo kemijsko kompetentnih celic: 50 mM CaCl2, 
10 mM Tris/HCl in 10-% glicerol 
Kompleti reagentov  
- Komplet za izolacijo rastlinske DNK DNeasy Plant MiniKit (Qiagen) 
- Komplet za izolacijo plazmidov GenElute Plasmid MiniPrep Kit (Sigma) 
- Komplet za izolacijo produktov PCR iz agaroznega gela Wizard SV Gel and 
PCR Clean-Up System (Promega) 
- Komplet za reakcijo PCR na osnovi bakterijske kolonije KAPA2G Robust 
HotStart ColonyPCR (Kapa Biosystems) 
- Komplet za reakcijo PCR Phusion High-Fidelity PCR Kit (New England 
Biolabs) 
- Komplet za pripravo HiFi Assembly reakcij NEBuilder HiFi DNA Assembly 
(NEB) Cloning Kit (New England Biolabs)  
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3.1.3 Gojišča 
3.1.3.1 Gojišča za bakterije 
Vsa uporabljena gojišča za bakterije in njihova sestava so navedena v preglednici 3. 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih bakterijskih gojišč. 
Ime gojišča Sestavine gojišča (proizvajalec) Končna koncentracija 
(g/l) 
pH 
LB  Tripton (Bacto) 
Kvasni ekstrakt (Bacto) 
NaCl (Merck) 































YM Kvasni ekstrakt (Bacto) 
Manitol (Kemika) 
MgSO4 x 7H2O (Merck) 
K2HPO4 x 3H2O (Kemika) 
NaCl (Merck) 









YEB Goveji ekstrakt (Kemika) 
Kvasni ekstrakt (Bacto) 
Pepton (Bacto) 
Saharoza (Kemika) 
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3.1.3.2 Gojišča za rastline 
Vsa gojišča, ki smo jih uporabili pri stabilni transformaciji so navedena v preglednici 4. 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih rastlinskih gojišč. 
Ime gojišča Sestavine gojišča (proizvajalec) Končna koncentracija pH 


























    








 Po avtoklaviranju: 
GA3 (1 mg/ml) 
NAA (0,1 mg/ml) 


































MS z vitamini (Duchefa) 
Saharoza (Kemika) 
Hidrolizat kazeina (Sigma) 
 
Po avtoklaviranju: 
2,4-D (220 mg/l) 
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3.1.4 Plazmidi in začetni oligonukleotidi 
Pri našem delu smo uporabili deset različnih plazmidov. Šest plazmidov smo uporabili pri 
pripravi biološkega senzorja, štiri plazmide pa pri stabilni transformaciji krompirja.  
Biološki senzor smo pripravili s tehnologijo Plant X-tender, ki nam omogoča prenašanje 
konstruktov z več geni iz vektorjev AssemblX v rastlinske ekspresijske vektorje, s katerimi 
lahko vnesemo te gene v rastlinske celice (Lukan in sod., 2018b). Pri pripravi biološkega 
senzorja smo kot matično DNK za pripravo transkripcijskih enot uporabili plazmida 
pHG138 in pHG132, za vstavljanje vključkov v vektor s tehnologijo Plant X-tender pa smo 
uporabili plazmidne vektorje pL0A_0-1, pL0A_1-R, pL1A-hc ter pCAMBIA1300_ASX. 
Plazmida pL0A_0-1 in pL0A_1-R sta AssemblX vektorja nivoja 0, plazmid pL1A-hc pa je 
AssemblX vektor nivoja 1. 
Vektor pCAMBIA1300_ASX je binarni plazmid, ki smo ga uporabili pri prehodni 
transformaciji tobaka. Dolg je 9753 baznih parov (bp). Vsebuje dve mesti začetka 
podvojevanja (ori, angl. origin of replication) ColE1 za podvojevanje v bakterijah 
Escherichia coli (E. coli) in pVS1 za podvojevanje v agrobakterijah. Plazmid se lahko zaradi 
levega robnega zaporedja (LB, angl. left border) T-DNK in desnega robnega zaporedja (RB, 
angl. right border) T-DNK s pomočjo agrobakterij vstavi v genom rastlin. Med ponovitvama 
se nahajata zapis za odpornost transformiranih rastlin na antibiotik higromicin ter gen ccdB. 
Ta gen se zamenja z insertom na restrikcijskem mestu HindIII. Gen ccdB je del sistema 
toksin-antitoksin, ki kodira zapis za toksičen protein CcdB, ki inhibira delovanje encima 
DNK-giraza in povzroča celično smrt. Gen ccdA kodira zapis za translacijo proteina CcdA, 
ki je njegov antitoksin in varuje celice pred proteinom CcdB. Del plazmida, kjer se nahaja 
gen ccdB, se nadomesti z insertom in nam služi kot kontrola uspešne rekombinacije. 
Izražanje konstrukta v rastlinah je pod kontrolo konstitutivnega promotorja 35S virusa 
mozaika cvetače (CaMV). Plazmid vsebuje tudi zapis za odpornost na antibiotik kanamicin, 
ki omogoča pozitivno selekcijo pri transformiranih bakterijah. Vsebuje tudi operon lacZ, ki 
kodira β-galaktozidazo, ki cepi laktozo v glukozo in galaktozo in tako bakterijam omogoča 
učinkovito presnovo alternativnega vira energije. Shema plazmida pCAMBIA1300_ASX je 
prikazana na sliki 5.  
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Slika 5: Plazmidna karta vektorja pCAMBIA1300_ASX.  
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Za stabilno transformacijo krompirja smo uporabili plazmide pH7m346W, z vključenim 
konstruktom p35::Jas9-VENUS-N7 (pH7m346W-p35::Jas9-VENUS-N7), pH7m346W, z 
vključenim konstruktom p35::mJas9-VENUS-N7 (pH7m346W-p35::mJas9-VENUS-N7) in 
H2BRFP. Plazmida pH7m346W-p35::Jas9-VENUS-N7 (od tu dalje imenovan Jas9-
VENUS) in pH7m346W-p35::mJas9-VENUS-N7 (od tu dalje imenovan mJas9-VENUS) sta 
binarna plazmidna vektorja, kar pomeni, da se v genom rastline vgradi le zaporedje, ki leži 
med LB in RB regijama. Vsebujeta dve ori začetni mesti podvojevanja (ColE1 in pVS1). Na 
plazmidu se nahaja gen za odpornost na antibiotik spektinomicin, ki se izraža v bakterijah 
(E. coli in agrobakterijah) in gen za odpornost na antibiotik higromicin, ki služi kot 
selekcijski marker v rastlinah. Na T-DNK se poleg selekcijskega markerja za rastline nahaja 
tudi poročevalski gen za nastanek reporterskega rumenega fluorescenčnega proteina 
VENUS, ki je pod kontrolo promotorja CaMV 35S in se po translaciji transportira v jedro 
rastlinske celice. Del poročevalskega gena je tudi zaviralec JAZ9-Ct, ki regulira 
prepisovanje gena ob vezavi bioaktivne oblike JA. Plazmida vsebujeta tudi regiji att, ki 
omogočata rekombinacijo s ciljnim plazmidom. Na sliki 6 je prikazan plazmid Jas9-VENUS, 
ki je dolg 11312 bp. 
 
Slika 6: Shematski prikaz plazmida pH7m346W-p35::Jas9-VENUS-N7. 
28 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Kot pozitivno kontrolo pri prehodnih in stabilnih transformacijah smo uporabili plazmid 
H2BRFP, ki je jedrni histonski označevalec, sklopljen z rdečim fluorescenčnim proteinom. 
Pri prehodnih transformacijah tobaka smo ga uporabili za potrjevanje uspešnosti 
transformacije, pri stabilni transformaciji krompirja pa smo ga uporabili za normalizacijo 
fluorescence proteina VENUS.  
Za izboljšanje izražanja naših fluorescenčnih proteinov pri prehodni transformaciji smo 
uporabili plazmidni vektor s konstruktom p19. Ta konstrukt kodira gen za sintezo proteina 
p19, ki je virusni zatiralec utišanja RNK iz tombusvirusov. Ta protein prepreči gensko 
utišanje tarčnega gena po transkripciji, posledica tega pa je bolj učinkovito izražanje 
vnešenega gena in boljša fluorescenca opazovanega fluorescenčnega proteina (Voinnet in 
sod., 2003).   
Za stabilno transformacijo transgene sorte krompirja NahG-Rywal smo uporabili binarni 
plazmid pt-roGFP2, katerega lastnosti so bolj podrobno opisne v magistrskem delu Kmetič 
(2018).  
Začetne oligonukleotide, ki smo jih uporabili pri našem delu, smo naročili pri podjetju 
GATC Biotech in so navedeni v preglednici 5.  
Preglednica 5: Seznam začetnih oligonukleotidov. 













smerni FM176 AGCAGCCGATTGTCTGTTGT 64,95 
protismerni FM218 TAGCTCTTGATCCGGCAA 60,54 
smerni FM182 GAAGAAAGCGAAAGGAGC 51,20 
protismerni FM131 AATACGCAAACCGCCTCTC 55,50 
smerni VENUS_mid_F ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 61,40 
smerni mKATE_F ATGGTGAGCGAGCTGATTAAGGAGA 59,60 
protismerni mKATE_MID_R TCTGTGCCCCAGTTTGCTAGG 59,60 
smerni VENUS_F ATGGTGAGCAAGGGCGAG 64,65 
protismerni VENUS_R TTACTCTTCTTCTTGATCAGCTTCTGT 64,71 
smerni VENUS_END_F GGGATCACTCTCGGCATGGA 59,00 
protismerni pCAMBIA_R GGATGTGCTGCAAGGCGATT 58,70 
smerni qJas9-VENUS-F TCTTGATTTGTCGACCGGAGA 64,32 
protismerni qJas9-VENUS-R CCCGGTGAACAGCTCCTC 64,96 
smerni H2BRFP_F ATGGCGAAGGCAGATAAGAAAC 55,40 
protismerni H2BRFP_R GTTCCACGATGGTGTAGTCC 55,20 
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3.1.5 Uporabljeni organizmi 
3.1.5.1 Bakterije 
Pri molekularnem kloniranju smo uporabili kemijsko kompetentne bakterijske celice E. coli, 
sev TOP10, ki smo jih sami pripravili iz komercialnih celic One Shot Top10 (Thermo Fisher 
Scientific).  
Za potrebe stabilne transformacije krompirja ter prehodne transformacije tobaka smo 
uporabili elektrokompetentne agrobakterije, ki smo jih prav tako sami pripravili iz 
komercialnih celic Agrobacterium tumefaciens (Thermo Fisher Scientific). Sev LBA4404 
smo uporabili pri stabilni transformaciji, sev GV3101 pa pri prehodni transformaciji. 
Agrobakterije teh dveh sevov vsebujejo zapis za odpornost proti antibiotiku rifampicinu.  
3.1.5.2 Rastline 
Pri prehodni transformaciji smo uporabili rastline tobaka (Nicotiana benthamiana Domin.) 
(ID:416). Vzgojili smo jih tako, da smo semena predhodno za vsaj štiri ure namočili v GA, 
jih sprali pod tekočo vodo ter posejali v zemljo. Gojili smo jih v rastni komori pri razmerah: 
fotoperioda 16 ur svetlobe in 8 ur teme, temperatura 20 ± 2 °C in relativna zračna vlaga 75 
± 2 %. Čez 14 dni smo poganjke presadili vsakega v svoj lonček in jih pod enakimi pogoji 
gojili v rastni komori tri do štiri tedne. Zalivali smo jih po potrebi.  
Pri stabilni transformaciji smo uporabili dve sorti krompirja (Solanum tuberosum L.): Rywal 
in Désirée ter transgene rastline NahG-Rywal. Te transgene rastline imajo vnešen bakterijski 
gen za encim salicilat hidroksilazo, ki razgrajuje SA in prepreči njeno akumulacijo. Rastline 
smo prav tako gojili pod zgoraj opisanimi pogoji. Za shranjevanje in namnoževanje virusa 
PVYN-Wilga smo uporabili sorto krompirja Pentland, kjer se virus močno namnoži, rastline pa 
ne kažejo simptomov okužbe. Vse sorte krompirja smo dobili v stalni zbirki na Nacionalnem 
inštitutu za biologijo (NIB), kjer jih vzdržujejo v tkivni kulturi s pomočjo mikropropagacije.  
3.1.5.3 Virus 
Za preverjanje imunskega odziva pri transformiranih rastlinah smo uporabili virus PVYN-
Wilga, ki je nastal z rekombinacijami in mutacijami med PVYO in PVYN. Ta sev povzroča 
podobne simptome okužbe kot PVYN na rastlinah N. tabacum in S. tuberosum. Simptomi 
okužbe so mozaične in nekrotične lise na listih (Glais in sod., 2017). 
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3.1.6 Programska oprema 
- Program za vizualizacijo in urejanje plazmidnih kart SnapGene Viewer 
http://www.snapgene.com/ 
- Program pa načrtovanje začetnih oligonukleotidov AssemblX-Web 
http://assemblx.mpimp-golm.mpg.de/ 
- Program za določitev lastnosti začetnih oligonukleotidov Oligoanalyzer 
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
- Program za prileganje nukleotidnih zaporedij Vector NTI verzija 9 – AlignX 
(Invitrogen) 
- Program za slikanje agaroznih gelov UVI Photo MW (Biosystematica) 
- Program za delo s konfokalnim mikroskopom Leica LAS X (Leica 
Microsystems) 
- Računalniški program Matlab, ki smo ga uporabili za analizo slik 
konfokalnega mikroskopa 
- Računalniški program Rstudio, ki smo ga uporabili za statistično analizo 
rezultatov poskusa 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava gojišč 
V merilni valj smo natočili 1 l ddH2O in dodali magnet. Vse skupaj smo postavili na 
magnetno mešalo in med mešanjem zatehtali vse topne komponente gojišča. Nato smo 
umerili pH s pH metrom, vse skupaj prelili v dve litrski steklenici, dodali agar (pri trdnih 
gojiščih) in 20 minut avtoklavirali pri temperaturi 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojiščem 
z agarjem, ko so se ohladila na 60 °C, dodali želene antibiotike in/ali rastlinske hormone ter 
jih razlili v petrijevke ali banjice. Če gojišč nismo takoj potrebovali, smo jih pospravili v 
hladilnik. Vsa uporabljena bakterijska gojišča in njihove sestavine so navedena v preglednici 
3, vsa rastlinska gojišča pa v preglednici 4. Antibiotiki in rastlinski hormoni, ki smo jih 
dodali po avtoklaviranju, so navedeni v preglednici 1 in preglednici 2. 
3.2.2 Molekulsko kloniranje 
3.2.2.1 Priprava kompetentnih bakterijskih celic 
3.2.2.1.1 Priprava kemijsko kompetentnih celic Escherichia coli 
Na plošče z gojiščem LB smo razmazali bakterije E. coli One Shot TOP 10 (Invitrogen). 
Bakterije smo pustili rasti čez noč pri 37 °C. Naslednji dan smo precepili eno kolonijo v 5 
ml tekočega LB-gojišča in pustili stresati v stresalniku čez noč (16-18 ur) pod pogoji: 
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temperatura 37 °C in hitrost 200 vrtljajev na minuto (vrt./min). Naslednji dan smo prenesli 
250 µl prekonočne bakterijske kulture v 25 ml tekočega LB-medija. Bakterije smo ponovno 
stresali v stresalniku (37 °C, 200 vrt./min), dokler optična gostota pri 600 nm (OD600, angl. 
optical density) ni dosegla vrednosti med 0,4 in 0,6. Bakterijsko kulturo smo centrifugirali 
10 minut pri 4 °C in hitrosti 4000 vrt./min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in 
resuspendirali celice v 8 ml ledeno hladnega 0,1 M CaCl2. Celice smo ponovno centrifugirali 
in odstranili supernatant. Nato smo jih nežno resuspendirali v 1,8 ml ledeno hladne mešanice 
CaCl2-Tris-glicerol. Na koncu smo odpipetirali po 50 µl kemijsko kompetentnih celic v 2 ml 
safe-lock epice, jih zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri -80 °C.  
3.2.2.1.2 Priprava elektrokompetentnih celic Agrobacterium tumefaciens 
Na plošče z gojiščem YM in antibiotikom rifampicin smo nacepili agrobakterije 
(Agrobacterium tumefaciens sev LBA4404 in sev GV3101) in jih pustili rasti dva dni v 
inkubatorju pri 30 °C. Ko so celice zrastle, smo pripravili prekonočne bakterijske kulture 
tako, da smo v 5 ml tekočega YM-gojišča z antibiotikom rifampicin nacepili eno kolonijo. 
Celice smo stresali v stresalniku (30 °C, 225 vrt./min) preko noči (16-18 ur). Naslednji dan 
smo prenesli 500 µl prekonočne kulture v 50 ml tekočega YM-medija z antibiotikom 
rifampicin. Bakterije smo stresali v stresalniku pod enakimi pogoji, dokler OD600 ni dosegla 
vrednosti med 0,5 in 2 (preko noči oz. 16 ur). Nato smo bakterijsko kulturo postavili na led 
za 15 minut in po tem centrifugirali 5 minut pri 4 °C in pri hitrosti 4000 vrt./min. Po 
centrifugiranju smo odlili supernatant, jih nežno resuspendirali v 10 ml ledeno hladnega 10-
% glicerola. Ta korak smo ponovili še dvakrat, najprej s 5 ml in na koncu z 1 ml ledeno 
hladnega 10-% glicerola. Na koncu smo pripravili 80 µl alikvote, jih zamrznili v tekočem 
dušiku in shranili pri -80 °C.  
3.2.2.2 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov  
Za pomnožitev transkripcijskih enot iz plazmidov pHG138 in pHG132 s tehnologijo Plant 
X-tender smo načrtovali začetne oligonukleotide s pomočjo računalniškega programa 
AssemblX (http://assemblx.mpimp-golm.mpg.de/). Zbirka orodij AssemblX je nedavno 
razvita strategija kloniranja za sestavljanje podenot v večgensko strukturo. Metode 
vključujejo kombinacijo tehnik prekrivanja in rezanja z restrikcijskimi encimi. Zbirka 
vsebuje vektorje treh različnih nivojev in spremljajoče spletno orodje AssemblX za lažje 
oblikovanje večgenskih kaset in začetnih oligonukleotidov (Lukan, 2018c).  
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih pripravili s pomočjo spletnega orodja AssemblX, 
nalegajo na plazmide, iz katerih želimo pomnožiti transkripcijske enote in na 5´-koncu 
vsebujejo bazne pare, ki so homologni zaporedju na vektorju, v katerega vstavljamo 
pomnožene transkripcijske enote. 
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Za načrtovanje ostalih začetnih oligonukleotidov za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) ter 
za sekvenciranje smo si pomagali s programom SnapGene Viewer, kjer smo sestavili začetne 
oligonukleotide in preverili, kje na plazmidu nalegajo. Kasneje smo v programu 
Oligoanalyzer preverili vse lastnosti začetnih oligonukleotidov, ki morajo biti ustrezne. 
Dolžina mora biti med 18 in 25 nukleotidov, pri temperaturnih ujemanjih začetnih 
oligonukleotidov ne sme biti razlike v temperaturi za več kot 5 °C, CG vsebnost pa mora 
imeti vrednost približno 50 %.  
Vsi uporabljeni začetni oligonukleotidi, njihova zaporedja in temperature tališča so našteti v 
preglednici 5.  
3.2.2.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Za preverjanje uspešnosti reakcije PCR smo pripravili 1 % agarozni gel tako, da smo 
zatehtali 1,8 g agaroze ter ji dodali 180 ml pufra 1x TAE (Tris-acetat-EDTA). Mešanico smo 
segrevali toliko časa, dokler se ni agaroza popolnoma raztopila. Nato smo ji dodali 9 µl 
raztopine etidijevega bromida. Vse skupaj smo vlili v ustrezno velik nosilec z glavnički. Ko 
se je gel strdil, smo ga skupaj z nosilcem prenesli v elektroforezno kadičko in ga prelili s 
pufrom 1x TAE. V jamice gela smo dodali vzorce, ki smo jih predhodno zmešali z 
nanašalnim pufrom. Poleg smo v prvo jamico dodali tudi 5 µl velikostne lestvice MassRuler. 
Volumni vzorcev, ki smo jih nanesli na gel, so bili različni med poskusi. Pri preverjanju 
učinkovitosti PCR smo uporabili 25 μl produktov PCR, pri preverjanju uspešnosti kloniranja 
kolonij pa smo na gel nanesli 10 μl vzorca. Če smo na gel nanašali DNK, je ta imela 
koncentracijo 100 ng/μl. 
Za čiščenje produktov PCR iz gela smo pripravili 1 % modificiran agarozni gel, ki smo ga 
pripravili na enak način kot navadni gel, le da smo namesto pufra TAE dodali 1x TAE 
modificiran pufer.  
Elektroforeza je potekala eno uro pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel 
osvetlili z UV-svetlobo na transiluminatorju, ga slikali s programom UVI Photo MW in na 
podlagi lestvice določili dolžino fragmentov. 
3.2.2.4 Čiščenje produktov PCR iz gela 
Po končani elektroforezi smo gel pogledali pod modro svetlobo transiluminatorja. S 
skalpelom smo previdno izrezali produkte PCR (pomnoženi transkripcijski enoti VENUS in 
mKATE) in razrezane plazmide pL0A_0-1, pL0A_1-R, pL1A-hc in pCAMBIA1300_ASX, 
ter jih prenesli v epice. Izrezane vzorce smo očistili po navodilih proizvajalca s pomočjo 
kompleta za izolacijo produktov PCR iz agaroznega gela Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System. Po čiščenju smo izmerili koncentracijo in čistost DNK (razmerje absorbance pri 
dveh valovnih dolžinah 260/280 nm in 260/230 nm) na spektrofotometru ND-1000 
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(NanoDrop Technologies). Pred merjenjem smo spektrofotometer umerili z 1,5 μl vode brez 
nukleaz. 
3.2.2.5 Transformacija Escherichia coli 
Iz skrinje (-80°C) smo na led postavili kemijsko kompetentne bakterije E. coli. Po nekaj 
minutah smo celicam dodali 2 µl reakcije HiFi oz. SLiCE ali 1 µl DNK s koncentracijo 100 
ng/µl. Celice smo nežno premešali in inkubirali na ledu 30 minut. Potem smo izvedli toplotni 
šok tako, da smo jih za 30 sekund postavili v vročo kopel, segreto na 42 °C, ter jih ponovno 
postavili na led za 2 minuti. S toplotnim šokom smo omogočili plazmidni DNK, da preide 
celično steno skozi pore. Nato smo dodali 250 µl SOC-medija (segretega na sobno 
temperaturo). Celice smo stresali 1 uro v stresalniku (37 °C, 200 vrt./min). Po eni uri smo 
100 µl in 200 µl celic razmazali na LB-plošče z ustrezno selekcijo. Plošče z bakterijami smo 
inkubirali pri 37 °C preko noči.    
3.2.2.6 Izolacija plazmida 
Iz bakterijskih kolonij E. coli, ki so vsebovale želen konstrukt, smo izolirali plazmide s 
pomočjo kompleta Plasmid isolation GenElute Plasmid Mini Prep Kit. Dan prej smo 
pripravili prekonočne bakterijske kulture tako, da smo v 5 ml tekočega LB-medija z ustrezno 
selekcijo precepili eno bakterijsko kolonijo. Celice smo stresali preko noči v stresalniku (37 
°C, 200 vrt./min). Naslednji dan smo izvedli izolacijo plazmida po navodilih proizvajalca in 
izmerili koncentracijo in čistost izoliranega plazmida na spektrofotometru. Pravilno dolžino 
plazmida smo preverili z uporabo agarozne gelske elektroforeze. Vzorce smo shranili pri -
20 °C. 
3.2.2.7 Transformacija Agrobacterium tumefaciens 
Elektrokompetentne agrobakterije (sev LBA4404 in sev GV3101) smo iz skrinje pri -80 °C 
postavili na led. Po nekaj minutah smo celicam dodali 1 µl plazmidne DNK s koncentracijo 
100 ng/µl. Vse skupaj smo nežno premešali in odpipetirali v ohlajeno kiveto (Eppendorf). 
Izvedli smo elektroporacijo pod pogoji: 2 kV, 200 Ω in 25 µF. Po elektroporaciji smo v 
kiveto odpipetirali 1 ml tekočega YM-gojišča, segretega na sobno temperaturo, in vse skupaj 
prenesli iz kivete nazaj v 2 ml epico. Celice smo po transformaciji stresali v stresalniku 3 
ure (30 °C, 225 vrt./min) ter jih razmazali na YM-plošče z antibiotikom rifampicin in z 
ustrezno selekcijo za vstavljeni plazmid. Na plošče smo razmazali različne volumne 
transformiranih celic: 5, 10, 50, 100 in 200 μl. Agrobakterije smo nato 48 ur inkubirali pri 
30 °C. 
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3.2.2.8 Priprava trajnih bakterijskih kultur 
Za vse bakterije, v katere smo transformirali plazmide 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S, Jas9_VENUS, mJas9_VENUS in 
H2BRFP, smo naredili tudi trajne kulture. Dan prej smo v 5 ml tekočega medija (LB ali YM) 
z ustrezno selekcijo resuspendirali eno kolonijo iz trdega gojišča (LB-agar ali YM-agar). 
Celice smo stresali preko noči, E. coli pri 37 °C in 200 vrt./min, agrobakterije pri 30 °C in 
225 vrt./min. Naslednji dan smo v 250 µl 80-% glicerola odpipetirali 750 µl prekonočne 
bakterijske kulture. Na hitro smo vse premešali in zamrznili v tekočem dušiku. Tako 
pripravljene trajne kulture smo shranili pri -80 °C.  
3.2.2.9 Izdelava transkripcijskih kaset in njihovo kloniranje v plazmidne vektorje Plant X-
tender 
Strategija kloniranja Plant X-tender je prikazana na sliki 7. 
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Slika 7: Strategija kloniranja Plant X-tender: A – pomnoževanje transkripcijskih enot CDS1(v našem primeru 
VENUS) in CDS2 (v našem primeru mKATE) iz matičnega plazmida, B – vstavljanje vsake transkripcijske 
enote v svoj plazmidni vektor nivoja 0, C – izrez transkripcijskih enot z dodanimi homolognimi regijami nivoja 
0 s pomočjo restrikcijskih encimov, D – vstavljanje transkripcijskih enot z dodanimi homolognimi regijami v 
skupni plazmidni vektor nivoja 1, E – izrez končne transkripcijske kasete (združeni  transkripcijski enoti) z 
dodanimi homolognimi regijami nivoja 1 s  pomočjo restrikcijskih encimov, G – kloniranje transkripcijske 
kasete z dodanimi homolognimi regijami v destinacijski binarni plazmid pCAMBIA1300_ASX (Lukan in sod., 
2018b). 
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3.2.2.9.1 Restrikcija plazmidnih vektorjev Plant X-tender 
Plazmidne vektorje Plant X-tender pL0A_0-1, pL0A_1-R, pL1A-hc in 
pCAMBIA1300_ASX smo predhodno pripravili z restrikcijskimi reakcijami, ki jih 
prikazujejo preglednice 6 do 9. Restrikcijske reakcije smo inkubirali 2 uri pri 37 °C in jih 
vmes dvakrat premešali. Po inkubaciji smo jih dali na agarozno gelsko elektroforezo ter jih 
očistili iz gela, kot je opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.2.4 Čiščenje produktov PCR iz gela).  
Preglednica 6: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja pL0A_0-1 z začetno 
koncentracijo 850 ng/µL.  
Reagenti Volumen (µl) 
Plazmid  2,2 
Restikcijski encim HindIII 1 
10x pufer CutSmart 4 
Voda brez nukleaz 32,8 
Preglednica 7: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja pL0A_1-R z začetno 
koncentracijo 792 ng/µL.  
Reagenti Volumen (µl) 
Plazmid  2,3 
Restikcijski encim HindIII 1 
10x pufer CutSmart 4 
Voda brez nukleaz 32,7 
Preglednica 8: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja pL1A-hc z začetno 
koncentracijo 698,4 ng/µL. 
Reagenti Volumen (µl) 
Plazmid  3 
Restikcijski encim PacI 1 
10x pufer FastDigest 4 
Voda brez nukleaz 32 
Preglednica 9: Restrikcijska reakcija za pripravo lineariziranega plazmidnega vektorja pCAMBIA_ASX z 
začetno koncentracijo 553,6 ng/µL. 
Reagenti Volumen (µl) 
Plazmid  10 
Restikcijski encim HindIII-HF 2 
10x pufer FastDigest 4 
Voda brez nukleaz 2,5 
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3.2.2.9.2 Kloniranje transkripcijskih enot TCSn1::VENUS-N7_T35S in 
UBQ10::mKate2-N7_T35S v plazmidni vektor nivoja 0  
Po tem, ko smo transkripcijski enoti TCSn1::VENUS-N7_T35S (od tu dalje imenovana 
VENUS) in UBQ10::mKate2-N7_T35S (od tu dalje imenovanja mKATE) pomnožili iz 
matičnih plazmidov pHG132 in pHG138, smo ju klonirali s pomočjo reakcije HiFi 
(preglednica 10 in preglednica 11) v linearizirana plazmidna vektorja p0A_0-1 in p0A_1-R, 
ki sta vektorja nivoja 0. Z reakcijo HiFi smo vstavili vsako transkripcijsko enoto v svoj 
plazmidni vektor. V vektor pL0A_0-1 smo vstavili transkripcijsko enoto VENUS, v 
pL0A_1-R pa mKATE. Transkripcijski enoti sta se s homolognimi regijami prilegali na 
homologne regije plazmidnega vektorja.  
Preglednica 10: Reakcija HiFi za kloniranje transkripcijske enote TCSn1::VENUS-N7_T35S s koncentracijo 
108,7 ng/µL v plazmidni vektor pL0A_0-1 s koncentracijo 25,1 ng/µL. 
Reagenti Volumen (µl) 
Vektor pL0A_0-1  2 
Insert TCSn1::VENUS-N7_T35S  1 
HiFi master mix 3 
Preglednica 11: Reakcija HiFi za kloniranje transkripcijske enote UBQ10::mKate2-N7_T35S s koncentracijo 
101,9 ng/µL v plazmidni vektor pL0A_1-R s koncentracijo 39,2 ng/µL. 
Reagenti Volumen (µl) 
Vektor pL0A_1-R 1,5 
Insert UBQ10::mKate2-N7_T35S  1 
HiFi master mix 2,5 
Reakcijsko mešanico smo imeli med pripravo ves čas na ledu. Nato smo jo inkubirali 1 uro 
pri 50 °C, po inkubaciji smo reakcijo centrifugirali in izvedli transformacijo E. coli, kot je 
opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.2.5 Transformacija Escherichia coli). Po transformaciji 
smo celice razmazali na plošče LB z antibiotikom kanamicin ter jih inkubirali preko noči pri 
37 °C. Ko so na plošči zrastle kolonije, smo uspešnost transformacije preverili z reakcijo 
PCR na osnovi kolonije ter s sekvenciranjem, kot je opisano spodaj (podpoglavji 3.2.3.2 
Potrditev transformacije Escherichia coli s PCR na osnovi kolonije in 3.2.3.4 
Sekvenciranje). Za potrditev vnešenega konstrukta v enoto nivoja 0 smo uporabili začetna 
oligonukleotida FM176 in FM218 (preglednica 5).    
3.2.2.9.3 Kloniranje transkripcijskih enot A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 in A1-
UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR z dodanimi homolognimi regijami v plazmidni vektor 
nivoja 1 
Iz plazmida pL0A_0-1 smo s pomočjo restrikcijskega encima Pmel (NEB) izrezali 
transkripcijsko enoto VENUS z dodanima homolognima regijama pred promotorjem (A0) 
in za terminatorjem (A1) (preglednica 12), iz plazmida pL0A_1-R pa transkripcijsko enoto 
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mKATE z dodanima homolognima regijama pred promotorjem (A1) in za terminatorjem 
(AR) (preglednica 13). Reakcijsko mešanico smo pustili preko noči pri sobni temperaturi in 
jo naslednji dan prenesli na 1 % modificiran agarozni gel. Transkripcijske enote smo nato 
očistili iz gela, kot je opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.2.4 Čiščenje produktov PCR iz gela) 
in jih s pomočjo reakcije HiFi (preglednica 14) vstavili v plazmidni vektor pL1A-hc z 
ujemajočimi homolognimi regijami, ki je vektor nivoja 1.   
Preglednica 12: Izrez transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 iz plazmida pL0A_0-1 s 
koncentracijo 639,7 ng/µl. 
Reagenti Volumen (µl) 
Restrikcijski encim Pmel 1 
Plazmid pL0A_0-1_TCSn1::VENUS-N7_T35S   12,5 
10xCutSmart pufer NEB 5 
Voda 31,5 
Preglednica 13: Izrez transkripcijske enote A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR iz plazmida pL0A_1-R s 
koncentracijo 729,7 ng/µl. 
Reagenti Volumen (µl) 
Restrikcijski encim Pmel 1 
Plazmid pL0A_1-R_UBQ10::mKate2-N7_T35S 10,96 
10xCutSmart pufer NEB 5 
Voda 33,04 
Preglednica 14: Reakcija HiFi za kloniranje transkripcijskih enot A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 s 
koncentracijo 37,1 ng/µL in A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR s koncentracijo 43,4 ng/µL v lineariziran 
plazmidni vektor pL1A-hc s koncentracijo 28,6 ng/µL.   
Reagenti Volumen (µl) 
Vektor pL1A-hc 2 
Insert 1 (A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1) 1 
Insert 2 (A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR) 1 
HiFi master mix 4 
Po enourni inkubaciji pri 50 °C smo v E. coli transformirali 2 μl reakcije, kot je opisano 
zgoraj (podpoglavje 3.2.2.5 Transformacija Escherichia coli). Po transformaciji smo celice 
razmazali na plošče LB z antibiotikom ampicilin ter jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Ko 
so na plošči zrastle kolonije, smo uspešnost transformacije preverili z reakcijo PCR na 
osnovi kolonije ter s sekvenciranjem, kot je opisano spodaj (podpoglavji 3.2.3.2 Potrditev 
transformacije Escherichia coli s PCR na osnovi kolonije in 3.2.3.4 Sekvenciranje). Za 
potrditev vnešenega konstrukta v plazmid nivoja 1, smo uporabili začetna oligonukleotida 
FM182 in FM131 (preglednica 5). 
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3.2.2.9.4 Kloniranje transkripcijske kasete A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1-
UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR v destinacijski plazmid 
Združeni transkripcijski enoti VENUS in mKATE v plazmidnem vektorju pL1A-hc smo s 
pomočjo restrikcijskega encima I-Scel (NEB) izrezali iz vektorja nivoja 1 ter ju vstavili v 
končni binarni plazmidni vektor pCAMBIA1300_ASX.  
Restrikcijska reakcija je prikazana v preglednici 15. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 3 
ure pri 37 °C, jo prenesli na 1 % modificiran agarozni gel ter transkripcijsko kaseto 
VENUS_mKATE očistili iz gela, kot je opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.2.4 Čiščenje 
produktov PCR iz gela).  
Preglednica 15: Izrez transkripcijske kasete A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-
AR iz plazmida pL1A-hc s koncentracijo 507,9 ng/µl.  
Reagenti Volumen (µl) 
Plazmid pL1A-hc_ TCSn1::VENUS-N7_T35S-UBQ10::mKate2-N7_T35S 10 
Restrikcijski encim I-Scel 1 
10xCutSmart pufer NEB 5 
Voda 39 
Očiščeno transkripcijsko kaseto VENUS_mKATE s homolognima regijama (A0 in AR) smo 
s pomočjo reakcije SLiCE vstavili v plazmidni vektor pCAMBIA1300_ASX (preglednica 
16). Reakcijsko mešanico smo inkubirali 1 uro pri 37 °C ter jo nato transformirali v E. coli, 
kot je opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.2.5 Transformacija Escherichia coli). Bakterije smo 
razmazali na plošče LB z antibiotikom kanamicin, izvedli reakcijo PCR na osnovi kolonije 
in izolirane plazmide poslali sekvencirati, kot je opisano spodaj (podpoglavji 3.2.3.2 
Potrditev transformacije Escherichia coli s PCR na osnovi kolonije in 3.2.3.4 
Sekvenciranje). Za potrditev konstrukta smo uporabili začetne oligonukleotide: 
VENUS_mid_F, mKATE_F, mKATE_MID_R, VENUS_F, VENUS_R, VENUS_END_F 
in pCAMBIA_R (preglednica 5).   
Preglednica 16: Reakcija SLiCE za kloniranje transkripcijske kasete A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1-
UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR s koncentracijo 66,5 ng/µL v lineariziran plazmidni vektor 
pCAMBIA1300_ASX s koncentracijo 82 ng/µL. 
Reagenti Volumen reakcije 1 (µl) Volumen reakcije 2 (µl) 




Pufer Slice 1 1 
Ekstrakt Slice 1 1 
Voda 3 2 
Razmerje vektor:insert 1:3 1:5 
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3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo in sekvenciranje 
3.2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo  
Za pripravo citokininskega senzorja smo nukleotidno zaporedje transkripcijske enote 
VENUS s promotorjem in terminatorjem pomnožili s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
Cyt_VENUS_F in Cyt_VENUS_R (preglednica 5) iz plazmida pHG132. Nukleotidno 
zaporedje druge transkripcijske enote mKATE s promotorjem in terminatorjem smo 
pomnožili s pomočjo začetnih oligonukleotidov Cyt_mKATE_F in Cyt_mKATE_R 
(preglednica 5) iz plazmida pHG138.  
Za reakcijo PCR  smo uporabili komplet reagentov Phusion High-Fidelity PCR Kit z DNK 
polimerazo Phusion, ki ima sposobnost kontrolnega branja in popravljanja morebitnih napak 
pri prepisovanju. Sestava reakcijske mešanice za reakcijo PCR je prikazana v preglednici 
17, nastavitve programa PCR pa so prikazane v preglednici 18.  
Preglednica 17: Sestava 25 µl reakcijske mešanice za PCR. 
Reagenti Založna koncentracija Končna koncentracija  V reakcije (μl) 
Voda    15 
5x Phusion HF pufer 5x 1x 5 
Mešanica dNTP 10 mM 1 mM (250 μM posamezni dNTP) 1 
5' PCR začetni oligonukleotid 10 mM 500 nM 1,25 
3' PCR začetni oligonukleotid 10 mM 500 nM 1,25 
Phusion DNK polimeraza  2 U/μl 1x 0,5 
Matična DNK 100 ng/μl 10 ng/μl 1 
Končni volumen    25 
Plazmide smo predhodno redčili na koncentracijo 10 ng/μL. Voda, ki smo jo uporabili kot 
negativno kontrolo v reakcijski mešanici, je bila avtoklavirana ddH2O.  
Preglednica 18: Nastavitve programa za reakcijo PCR. 
Korak Temperatura Čas  Število ciklov 
Začetna denaturacija  98 °C 2 min 1 
Denaturacija 98 °C 30 s  
Prileganje Tm °C 30 s 30 
Podaljševanje 72 °C 1 min/kb  
Končno podaljševanje 72 °C 5 min 1 
 4 °C ∞  
Nastavili smo temperaturo prileganja, ki je ustrezala talilni temperaturi začetnih 
oligonukleotidov, čas podaljševanja pa je ustrezal dolžini zaporedja gena, ki smo ga 
pomnoževali.  
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Pri pomnoževanju transkripcijskih enot VENUS in mKATE, iz plazmidov pHG132 in 
pHG138, smo uporabili Touchdown metodo PCR, da bi se izognili nespecifičnemu 
pomnoževanju. Tu se najvišja nastavljena temperatura prileganja znižuje za 1 ºC na vsak 
cikel, do najnižje nastavljene temperature prileganja. Temperaturo prileganja smo nastavili 
od 65 °C do 55 °C, čas podaljševanja 2,5 minuti, saj smo pričakovali približno 2000 bp 
velike produkte.  
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvedli tudi pri določanju transgenih linij rastlin sort 
krompirja Rywal in Désirée (preglednica 17 in preglednica 18), v katere smo s pomočjo 
stabilne transformacije vnašali biološke senzorje Jas9-VENUS, mJAS9-VENUS in 
H2BRFP. Tu smo uporabili začetne oligonukleotide qJas9-VENUS_F, qJas9-VENUS_R, 
H2BRFP_F in H2BRFP_R (preglednica 5). Pri reakciji PCR z začetnimi oligonukleotidi, 
specifičnimi za VENUS, smo nastavili temperaturo prileganja od 58 °C do 53 °C, čas 
podaljševanja 1 minuto, pri reakciji PCR z začetnimi oligonukleotidi, specifičnimi za 
H2BRFP, pa smo nastavili temperaturo prileganja od 60 °C do 53 °C in čas podaljševanja 1 
minuto. Kot matično DNK smo uporabili izolirano genomsko DNK (gDNK) iz transgenih 
linij. 
3.2.3.2 Potrditev transformacije Escherichia coli s PCR na osnovi kolonije 
Ko so bakterijske kolonije uspešno zrastle na LB-gojišču z ustrezno selekcijo, smo naredili 
PCR na osnovi kolonije (angl. Colony PCR) in na tak način potrdili, da celice vsebujejo 
želen konstrukt. PCR na osnovi kolonije smo naredili za bakterije E. coli, v katere smo vnesli 
konstrukte pL0A_0-1_VENUS, pL0A_1-R_mKATE, pL1A_hc_VENUS_mKATE, 
pCAMBIA1300_ASX_VENUS_mKATE, Jas9-VENUS in mJas9-VENUS. Za vsak 
konstrukt smo izbrali nekaj naključnih kolonij. Vsako kolonijo smo resuspendirali v 50 µl 
avtoklavirane ddH2O. Nato smo 1 µl bakterijske kolonije dodali 9 µl reakcijske PCR 
mešanice (preglednica 19) in nastavili program za reakcijo PCR, kot prikazuje preglednica 
20. Uporabili smo komplet za PCR KAPA2G Robust HotStart Colony PCR s polimerazo 
KAPA2G. Za negativno kontrolo smo namesto matrične DNK dodali 1 μl ddH2O. 
Preglednica 19: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije E. coli. 
Reagenti Založna koncentracija Končna koncentracija  ul/reakcijo 
Voda    4,54 
Pufer B 5x 1x 2 
Mešanica dNTP 10 mM 1 mM  1 
5' PCR začetni oligonukleotid 10 mM 700 nM 0,7 
3' PCR začetni oligonukleotid 10 mM 700 nM 0,7 
Polimeraza KAPA2G 5 U/μl 0,3 U/μl 0,06 
Matična DNK   1 
Končni volumen reakcije   10 
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Preglednica 20: Nastavitve programa za reakcijo PCR na osnovi kolonije E. coli. 
Korak Temperatura Čas  Število ciklov 
Začetna denaturacija  95 °C 10 min 1 
Denaturacija 95 °C 30 s  
Prileganje Tm °C 15 s 30 
Podaljševanje 72 °C 1 min/kb  
Končno podaljševanje 72 °C 5 min 1 
 4 °C ∞  
Temperaturo prileganja smo nastavili glede na talilno temperaturo začetnih 
oligonukleotidov, čas podaljševanja pa je ustrezal dolžini vstavljenega konstrukta.    
3.2.3.3 Potrditev transformacije Agrobacterium tumefaciens s PCR na osnovi kolonije 
Po elektroporaciji agrobakterij smo uspešnost transformacije preverili s pomočjo PCR na 
osnovi kolonije, kjer smo uporabili polimerazo KAPA2G. PCR na osnovi kolonije smo 
naredili za agrobakterije, v katere smo vnesli konstrukte 
pCAMBIA1300_ASX_VENUS_mKATE, Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP. Za 
vsak konstrukt smo izbrali nekaj naključnih kolonij. Izbrano kolonijo smo resuspendirali v 
20 μL avtoklavirane ddH2O, ji dodali 4 μL 1 M NaOH, vse skupaj inkubirali 5 min pri 37 
°C in centrifugirali. Za matrično DNK smo uporabili 1 μL supernatanta. Sestavo reakcijske 
mešanice prikazuje preglednica 21, nastavitve programa za PCR pa preglednica 22. 
Preglednica 21: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije agrobakterij. 
Reagenti Založna koncentracija Končna koncentracija  ul/reakcijo 
Voda    3,54 
Pufer B 5x 1x 2 
Mešanica dNTP 10 mM 1 mM  1 
5' PCR začetni oligonukleotid 10 μM 700 nM 0,7 
3' PCR začetni oligonukleotid 10 μM 700 nM 0,7 
Polimeraza KAPA2G 5 U/μl 0,3 U/μl 0,06 
Matična DNK   1 
Končni volumen reakcije   10 
Preglednica 22: Nastavitve programa za reakcijo PCR na osnovi kolonije agrobakterij. 
Korak Temperatura Čas  Število ciklov 
Začetna denaturacija  95 °C 10 min 1 
Denaturacija 95 °C 30 s  
Prileganje Tm °C 15 s 30 
Podaljševanje 72 °C 1 min/kb  
Končno podaljševanje 72 °C 5 min 1 
 4 °C ∞  
Temperaturo prileganja smo nastavili glede na talilno temperaturo začetnih 
oligonukleotidov, čas podaljševanja pa je ustrezal dolžini vstavljenega konstrukta.   
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3.2.3.4 Sekvenciranje 
Izolirane plazmide smo po izolaciji plazmida iz bakterijskih kultur poslali sekvencirati, da 
smo preverili, ali smo v vektorje vstavili pravilen segment, ki ne vsebuje mutacij. Vzorce 
smo pripravili tako, da smo v epice odpipetirali 5 μl 5 μM začetnega smernega ali 
protismernega oligonukleotida in 5 μl plazmida s koncentracijo od 80 do 100 ng/μl. Vsak 
vzorec smo sekvencirali s 5' in 3' začetnim oligonukleotidom, ki so bili enaki kot za PCR na 
osnovi kolonije (preglednica 5). Sekvenciranje je opravilo podjetje Eurofins Genomics. S 
programom VectorNTI 9 Suite – Align X smo poravnali sekvencirana nukleotidna zaporedja 
z nukleotidnimi zaporedji segmentov.  
3.2.4 Transformacija rastlin 
3.2.4.1 Prehodna transformacija tobaka  
Prehodno transformacijo tobaka smo naredili s konstrukti 
pCAMBIA1300_ASX_VENUS_mKATE, Jas9-VENUS, mJas9-VENUS, H2BRFP in pt-
roGFP2.  
DAN 1 
Popoldne smo pripravili prekonočne bakterijske kulture. V 15 ml tekočega YEB-gojišča z 
antibiotikom rifampicin in selekcijskim antibiotikom za vnešen konstrukt smo s trdega 
gojišča resuspendirali eno kolonijo agrobakterij seva GV3101 z ustreznim konstruktom. 
Celice smo stresali preko noči (28 °C, 225 vrt./min).   
DAN 2 
Prekonočne bakterijske kulture smo centrifugirali 20 minut pri hitrosti 4000 vrt./min. Po 
centrifugiranju smo odlili supernatant. Celice smo redčili z agroinfiltracijsko raztopino do 
OD600 = 0,5. Nato smo celice stresali pri sobni temperaturi (23 °C), 225 vrt./min še 2 do 4 
ure. Po končanem stresanju smo bakterijsko suspenzijo dali na led.  
Za prehodno transformacijo smo uporabili tri do štiri tedne stare rastline. Pred poskusom 
smo rastline dobro zalili, da je rastlinsko tkivo vsebovalo veliko vode in je infiltracija lažje 
potekala. Na vsaki rastlini smo si izbrali tri razvite zaporedne liste ter jih označili. Nato smo 
z iglo na zgornjo stran vsakega lista naredili dve luknjici ter s spodnje strani s pomočjo 
injekcijske brizge infiltrirali bakterijsko suspenzijo v rastlinsko tkivo dokler ni bil cel list 
infiltriran. Če smo v posamezen list infiltrirali več različnih konstruktov, smo volumne 
bakterijskih suspenzij mešali v razmerju 1:1. Prav tako smo pri vsaki prehodni transformaciji 
našemu konstruktu primešali plazmidni vektor p19, ki prepreči gensko utišanje po 
transkripciji. Kot pozitivno kontrolo prehodne transformacije in za lokalizacijo jeder smo 
uporabili agrobakterije seva GV3101 s plazmidom H2BRFP.   
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DAN 5-6 
Po približno treh dneh smo transformirane liste pregledali s konfokalnim mikroskopom 
(Leica TCS LSI). Preparat smo pripravili tako, da smo infiltriran list položili na dno 
petrijevke ter jo zaprli z navzgor obrnjenim pokrovom. Nastavitve programa Leica LAS X 
so v preglednici 23 (za opazovanje konstrukta pCAMBIA_ASX_VENUS_mKATE), 
preglednici 24 (za opazovanje konstruktov Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP) in 
preglednici 25 (za opazovanje konstrukta pt-roGFP2). Pri konstruktih smo v jedrih opazovali 
intenziteto rumenega fluorescenčnega proteina VENUS ter rdečih fluorescenčnih proteinov 
mKATE in RFP, v kloroplastih rastlinskih celic pa smo opazovali signal zelenega 
fluorescenčnega proteina roGFP2. 
3.2.4.2 Stabilna transformacija rastlin krompirja sort Rywal in NahG-Rywal  
S stabilno transformacijo smo v krompir sorte Rywal vnesli plazmide Jas9-VENUS, mJas9-
VENUS in H2BRFP. Agrobakterije seva LBA4404 smo predhodno transformirali s 
plazmidi, ki smo jih na NIB dobili od dr. Larrieu in dr. Laplaze (Laboratoire de Reproduction 
et Développement des Plantes, Lyon, France).  
V transgene rastline krompirja NahG-Rywal smo transformirali plazmid pt-roGFP2. 
Agrobakterije seva LBA4404 s tem plazmidom smo predhodno razmazali na plošče LB s 
selekcijo iz trajnih kultur, ki so jih pripravili na NIB. 
DAN 1 
Dopoldne smo precepili eno kolonijo agrobakterij seva LBA4404 z ustreznim konstruktom 
s trdega gojišča v 3 ml tekočega YEB-gojišča z antibiotikom rifampicin in ustreznim 
selekcijskim antibiotikom za vnešen konstrukt. Bakterijske kulture smo stresali v stresalniku 
(30 °C, 250 vrt./min) čez cel dan. Popoldne smo 1 ml kulture precepili v novo gojišče z 
antibiotiki. Celice smo stresali preko noči (30°C, 225 vrt./min).  
DAN 2 
Dopoldne smo prekonočne kulture precepili v 50 ml tekočega YEB-gojišča z antibiotikom 
rifampicin in selekcijskim antibiotikom. Precepili smo 250, 500 in 1000 µl prekonočne 
kulture. Bakterije smo ponovno stresali v stresalniku (30 °C, 250 vrt./min) čez cel dan. 
Popoldne smo izmerili optično gostoto OD600 in izbrali kulturo, ki je imela OD600 najbližje 
vrednosti 0,2. To kulturo smo precepili v 50 ml novega gojišča s selekcijo v volumnih 25, 
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DAN 3 
Zjutraj smo izmerili optično gostoto OD600 in izbrali bakterijsko kulturo, ki je imela OD600 
med 0,4 in 0,7. To kulturo smo uporabili za stabilno transformacijo. Celice smo centrifugirali 
10 minut s hitrostjo 2500 vrt./min. Po centrifugiranju smo odlili supernatant, celice pa smo 
resuspendirali v 1300 μL YEB-gojišča brez dodanih antibiotikov. Tako pripravljene 
agrobakterije smo po 100 μL razmazali na plošče z MS30-gojiščem.   
Za stabilno transformacijo smo uporabili dva do tri mesce stare rastline iz tkivnih kultur. 
Uporabili smo le liste in stebla rastlin (internodije), t.i. izsečke. S pomočjo skalpela smo na 
spodnji strani listov in na steblih naredili drobne zareze. Nato smo jih položili na gojišče 
MS30 z bakterijami. Dve plošči smo uporabili kot kontrolo, kjer ni bilo bakterij. Tako 
pripravljene plošče smo dva dni inkubirali v temi pri sobni temperaturi. 
DAN 5 
Čez dva dni smo rastlinske izsečke prestavili z gojišča MS30 na gojišče MCI z ustrezno 
selekcijo. Gojišče MCI je poleg selekcijskega antibiotika za vnešen konstrukt vsebovalo še 
antibiotik makrocef, ki je antibiotik širokega spektra in preprečuje rast agrobakterijam. Tri 
plošče smo uporabili za kontrolo, v katere smo razporedili izsečke: 
- pozitivna kontrola na gojišču MCI brez selekcije in brez agrobakterij, z 
netransformiranimi izsečki, 
- negativna kontrola na gojišču MCI s selekcijo in brez agrobakterij, z 
netransformiranimi izsečki,  
- pozitivna kontrola na gojišču MCI brez selekcije in z agrobakterijami, s 
transformiranimi izsečki. 
DAN 15 
Čez 10 dni smo rastlinske izsečke prestavili z gojišča MCI na gojišče GR2 z ustrezno 
selekcijo za vnešen konstrukt in antibiotikom makrocef. Tudi tu smo 3 plošče uporabili za 
kontrolo, v katere smo razporedili izsečke: 
- pozitivna kontrola na gojišču GR2 brez selekcije in brez agrobakterij, z 
netransformiranimi izsečki 
- negativna kontrola na gojišču GR2 s selekcijo in brez agrobakterij, z 
netransformiranimi izsečki  
- pozitivna kontrola na gojišču GR2 brez selekcije in z agrobakterijami, s 
transformiranimi izsečki. 
Tako smo izsečke prestavljali na novo GR2-gojišče z antibiotikom makrocef in selekcijo na 
vsake 14 dni. Ko so se na izsečkih pojavili poganjki, smo jih s skalpelom odrezali in prenesli 
v gojišče MS15 z antibiotikom makrocef in selekcijskim antibiotikom. Izsečke in poganjke 
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smo ves čas gojili v rastni komori pod pogoji: fotoperioda 16 ur svetlobe in 8 ur teme, 
temperatura 20 ± 2 °C in relativna zračna vlaga 75 ± 2 %. Plošče so bile ves čas ovite s 
parafilmom. Vsak poganjek je predstavljal posamezno transgeno linijo. 
3.2.4.3 Stabilna transformacija rastlin krompirja sorte Désirée 
S stabilno transformacijo smo vnesli plazmide Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP v 
krompir sorte Désirée.  
DAN 1 
Dopoldne smo precepili eno kolonijo agrobakterij seva LBA4404 z ustreznim konstruktom 
s trdega gojišča v 3 ml tekočega LB-gojišča z antibiotikom rifampicin in selekcijskim 
antibiotikom za vnešen konstrukt. Bakterijske kulture smo stresali v stresalniku (30 °C, 250 
vrt./min) čez cel dan. Popoldne smo 500 μl kulture precepili v novo gojišče z antibiotiki. 
Celice smo stresali preko noči (30°C, 225 vrt./min).  
DAN 2 
Dopoldne smo prekonočne kulture precepili v 50 ml tekočega LB-gojišča z antibiotikom 
rifampicin in selekcijskim antibiotikom za vnešen konstrukt. Precepili smo 500 in 1000 µl 
prekonočne kulture. Bakterije smo ponovno stresali v stresalniku (30 °C, 250 vrt./min) čez 
cel dan. Popoldne smo izmerili optično gostoto OD600 in izbrali kulturo, ki je imela OD600 
najbližje vrednosti 0,2. To kulturo smo precepili v 50 ml novega gojišča s selekcijo v 
volumnih 500 in 1000 µl. Celice smo stresali preko noči (30°C, 225 vrt./min).   
Isti dan smo tudi pripravili izsečke iz rastlin iz tkivnih kultur, ki so bile stare dva do tri 
mesce. Na plošče z gojiščem R3B smo položili dva okrogla filter papirja ter jih namočili s 
tekočim PACM-medijem (2 ml). Nato smo na filter papir položili izsečke. V tem primeru 
smo za transformacijo uporabili le stebla rastlin (internodije), ki so bila velika približno dva 
do pet mm. Plošče smo ovili s parafilmom in jih postavili v rastno komoro.  
DAN 3 
Zjutraj smo izmerili optično gostoto OD600 in izbrali tisti volumen bakterijske kulture, ki je 
imela OD600 med 0,4 in 0,7. To kulturo smo uporabili za stabilno transformacijo. Celice 
smo centrifugirali 10 minut s hitrostjo 2500 vrt./min. Po centrifugiranju smo odlili 
supernatant, celice pa smo resuspendirali v 75 ml LB-gojišča brez dodanih antibiotikov. 
Tako pripravljene agrobakterije smo razdelili v tri petrijevke, kjer smo zmešali konstrukta 
Jas9-VENUS in H2BRFP v volumenskem razmerju 1:1 ter mJas9-VENUS in H2BRFP prav 
tako v volumenskem razmerju 1:1. Nato smo filter papir z izsečki potopili v bakterijsko 
suspenzijo za približno sedem minut. Izsečke smo nato odcedili skozi sterilno cedilo in jih 
ponovno položili na plošče z R3B-gojiščem. Dve plošči smo uporabili kot kontrolo, kjer ni 
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bilo bakterij. Tako pripravljene plošče smo ponovno ovili s parafilmom in jih postavili nazaj 
v rastno komoro.   
DAN 5 
Čez dva dni smo rastlinske izsečke prestavili z gojišča R3B na gojišče Zcv z ustrezno 
selekcijo. Gojišče Zcv je poleg selekcijskega antibiotika za vnešen konstrukt vsebovalo še 
antibiotika makrocef in vankomicin, ki sta antibiotika širokega spektra in preprečujeta rast 
agrobakterijam. Tri plošče smo uporabili za kontrolo, v katere smo razporedili izsečke: 
- pozitivna kontrola na gojišču Zcv brez selekcije in brez agrobakterij, z 
netransformiranimi izsečki, 
- negativna kontrola na gojišču Zcv s selekcijo in brez agrobakterij, z 
netransformiranimi izsečki,  
- pozitivna kontrola na gojišču Zcv brez selekcije in z agrobakterijami, s 
transformiranimi izsečki. 
DAN 19 
Čez 14 dni smo izsečke prestavili na novo Zcv-gojišče z antibiotikoma makrocef in 
vankomicin ter selekcijo za vnešen konstrukt. To smo ponavljali na vsake 14 dni. Ko so se 
na izsečkih pojavili poganjki, smo jih s skalpelom odrezali in prenesli v gojišče MS30 z 
antibiotikoma makrocef in vankomicin ter s selekcijo. Izsečke in poganjke smo ves čas gojili 
v rastni komori. Vsak poganjek je predstavljal posamezno transgeno linijo. 
3.2.5 Selekcija transgenih linij rastlin 
3.2.5.1 Selekcija transgenih linij rastlin na osnovi genotipizacije 
Po stabilni transformaciji smo iz transgenih poganjkov rastlin krompirja sort Rywal in 
Désirée s konstrukti Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP izolirali gDNK. Izbranim 
poganjkom smo sterilno odrezali tri do šest listkov, jih prenesli v Fastprep epice s 
kremenčevim peskom in keramično kroglico ter jih zamrznili v tekočem dušiku. Nato smo 
izolirali rastlinsko gDNK po navodilih proizvajalca s pomočjo kompleta DNeasy Plant 
MiniKit. Izolirani gDNK smo izmerili koncentracijo in čistost na spektrofotometru. Vzorce 
smo shranili pri -20 °C. S pomočjo reakcije PCR smo določili transgene linije po stabilni 
transformaciji. Tiste poganjke, ki so vsebovali vnešene konstrukte smo ločeno propagirali v 
gojišča MS15 oz. MS30 z ustrezno selekcijo.    
3.2.5.2 Selekcija transgenih linij rastlin na osnovi fluorescence 
Listke poganjkov rastlin krompirja sort Rywal in Désirée z vnešenimi konstrukti Jas9-
VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP, iz katerih smo izolirali gDNK, smo pregledali s 
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konfokalnim mikroskopom in preverili fluorescenco proteinov VENUS in RFP. Nastavitve 
programa Leica LAS X so v preglednici 26. 
Prav tako smo s pomočjo konfokalne mikroskopije določili transgene linije poganjkov 
NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2. Sterilno smo izbranim poganjkom odrezali listek, 
ga položili na krovno steklo, dodali kapljico ddH2O ter pokrili z drugim krovnim stekelcem. 
Tako pripravljen preparat smo pregledali s konfokalnim mikroskopom tako, da smo listek 
opazovali s spodnje strani. Na podlagi intenzitete fluorescence proteina roGFP2 smo določili 
transgene linije. Nastavitve programa Leica LAS X so v preglednici 27. Tiste transgene 
linije, ki so vsebovali konstrukt pt-roGFP2, smo ločeno propagirali v gojišče MS15 z 
ustrezno selekcijo.    
3.2.6 Tretiranje rastlin 
Nadaljnje poskuse smo izvajali na rastlinah krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-
roGFP2. Ko so linije, ki smo jih izbrali na podlagi fluorescence, dovolj zrastle, smo jih naprej 
za eksperimente razmnoževali z mikropropagacijo vršičkov v okrogle banjice z gojiščem 
MS30 brez antibiotikov. Po 14 dneh smo rastline presadili iz okroglih banjic v lončke z 
zemljo. Po treh do štirih tednih smo jih uporabili v poskusih. 
3.2.6.1 Tretiranje rastlin za umeritev fluorescence roGFP2 v različnih redoks stanjih 
Za poskus umeritve fluorescence roGFP2 v različnih redoks stanjih smo uporabili linije L1, 
L2 in L7. Iz vsake linije smo uporabili deset rastlin, ki smo jih razdelili v štiri skupine. V 
prvi, drugi in tretji skupini so bile po tri rastline iz vsake linije, v zadnji skupini pa po ena 
rastlina vsake linije. Rastline iz prve skupine smo obdelali z 200 mM raztopino DTT, rastline 
iz druge skupine s 100 mM raztopino H2O2 in rastline iz tretje skupine z ddH2O. Rastline iz 
četrte skupine smo okužili z virusom PVYN-Wilga.  
Rastline smo obdelali s postopkom, imenovanim vakuumska infiltracija. Tretirali smo dva 
zaporedna popolnoma razvita lista. Iz vsakega lista smo odrezali dva koščka in ju prenesli v 
injekcijsko brizgo in jo do polovice napolnili z raztopino DTT, H2O2 oz. ddH2O2. Nato smo 
s prstom zaprli luknjico brizge, nazaj vstavili bat ter izvedli vakuumsko infiltracijo tako, da 
smo bat premikali gor in dol in s tem ustavili vakuum, ki je omogočil vnos raztopine v 
rastlinsko tkivo. Tako infiltrirane koščke smo v raztopini inkubirali 30 minut v temi. Po 
inkubaciji smo koščke s pomočjo pincete vzeli iz brizge ter pripravili preparat za konfokalno 
mikroskopijo, kjer smo s pomočjo fluorescence roGFP2 spremljali spreminjanje redoks 
stanja v kloroplastih. Preparat smo pripravili tako, da smo tretiran košček postavili na krovno 
steklo, dodali kapljico ddH2O ter pokrili z drugim krovnim steklom. Preparat smo na 
mikroskopu opazovali z zgornje strani. Rastline smo tretirali dva tedna. Prvi teden smo prvi 
in tretji dan tretirali rastline linije L1, drugi in četrti dan pa linije L2. Pri liniji L1 smo prvi 
dan z vsemi tremi raztopinami (DTT, H2O2 in ddH2O) tretirali drugi list na treh rastlinah. 
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Enako smo ponovili tretji dan s tretjim listom. Pri liniji L2 smo naredili enako, le da smo 
rastline tretirali drugi in četrti dan. Teden kasneje smo isti poskus ponovili z linijo L7. 
Nastavitve programa Leica LAS X so v preglednici 28. S konfokalnim mikroskopom smo 
posneli slike, ki smo jih kasneje analizirali v računalniškem programu Matlab. Prav tako 
smo z mikroskopom pregledali rastline, okužene s PVYN-Wilga. Pri teh rastlinah smo iz 
drugega in tretjega inokuliranega lista izrezali koščke z lezijami ter pripravili preparat, kot 
je opisano zgoraj. 
3.2.6.2 Okuževanje rastlin s PVY 
Za poskus smo uporabili le rastline linij L2 in L7, pri vsaki liniji po deset rastlin. Šest rastlin 
smo okužili s PVYN-Wilga, dve rastlini pa smo inokulirali s homogenatom neokuženega 
rastlinskega materiala (MOCK). Za kontrolo smo okužili rastlini sort krompirja Rywal in 
NahG-Rywal. Na vsaki rastlini smo inokulirali prve tri zaporedne polno razvite liste. 
Rastline smo okuževali v dopoldanskem času, da bi se izognili potencialnim razlikam med 
rezultati poskusov zaradi vpliva cirkadianega ritma.  
Za okužbo 24 rastlin smo potrebovali približno 2,4 g okuženega rastlinskega materiala 
(Pentland PVYN-Wilga). Izbrane okužene rastline smo stehtali, jih vstavili v vrečko za 
homogenizacijo in dodali raztopino fosfatnega pufra z DIECO v razmerju 1:4 (za 2,228 g 
okuženega rastlinskega materiala smo uporabili 9 ml raztopine). Z ročnim 
homogenizatorjem smo nato rastline v terilni vrečki homogenizirali. Na enak način smo 
pripravili neokužen rastlinski material, kjer smo zatehtali 0,923 g rastlin in dodali 3,7 ml 
pufra. Pred inokulacijo smo označene liste potresli s karborundom. Na list smo najprej s 
kapalko nakapali dve do tri kapljice homogeniziranega rastlinskega materiala in ga razmazali 
po celotni površini lista. Po dobrih desetih minutah smo liste sprali z vodovodno vodo. Po 
okuževanju smo rastline postavili nazaj v rastno komoro. Tri do sedem dni po okužbi smo 
rastline opazovali s pomočjo konfokalne mikroskopije. Iz okuženih listov smo izrezali lezije 
(Priloga A) ter pripravili preparat, kot je opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.6.1 Tretiranje 
rastlin za umeritev fluorescence roGFP2 v različnih redoks stanjih). Pri neokuženih rastlinah 
(MOCK) smo prav tako izrezali naključne regije lista ter pripravili preparat, kot je opisano 
zgoraj (podpoglavje 3.2.6.1 Tretiranje rastlin za umeritev fluorescence roGFP2 v različnih 
redoks stanjih). Prav tako smo za kontrolo tretirali eno rastlino iz vsake linije z raztopinama 
DTT ter H2O2, kot je opisano zgoraj (podpoglavje 3.2.6.1 Tretiranje rastlin za umeritev 
fluorescence roGFP2 v različnih redoks stanjih). Nastavitve programa Leica LAS X so v 
preglednici 28. Pri vsaki liniji smo šest rastlin okužili z virusom, dve rastlini sta bili MOCK 
in drugi dve rastlini smo tretirali z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2) tako kot pri 
prejšnjih poskusih (podpoglavje 3.2.6.1 Tretiranje rastlin za umeritev fluorescence roGFP2 
v različnih redoks stanjih). Nato smo naslednji teden opazovali spremembe v fluorescenci 
proteina roGFP2. Fluorescenco smo spremljali od tretjega do sedmega dneva po okužbi 
rastlin z virusom (dpi, angl. day post-inoculation). Tretji dan po okužbi smo opazovali po 
50 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
dve okuženi rastlini (Rastlina 1 in Rastlina 2) pri vsaki liniji (L2 in L7), na vsaki rastlini smo 
opazovali dva inokulirana lista (List 1 in List 2). Ta dan smo pri obeh linijah s pomočjo 
mikroskopa opazovali tudi fluorescenco pri MOCK rastlini (Rastlina MOCK 1), ki je 
predstavljala kontrolo. Četrti dan smo neokužene rastline (dva lista na vsaki rastlini) obeh 
linij tretirali z 200 mM raztopino DTT in s 100 mM raztopino H2O2. Peti dan po okužbi smo 
opazovali fluorescenco proteina roGFP2 pri drugih dveh okuženih rastlinah (Rastlina 3 in 
Rastlina 4) pri obeh linijah in sedmi dan po okužbi smo opazovali fluorescenco pri zadnjih 
dveh okuženih rastlinah (Rastlina 5 in Rastlina 6) pri obeh linijah ter pri drugi MOCK rastlini 
(Rastlina MOCK 2) obeh linij. 
3.2.7 Konfokalna mikroskopija rastlin  
Preparate smo opazovali z laserskim konfokalnim mikroskopom Leica TCS LSI s sistemom 
za ostrenje Leica Z6 APOA in objektivom PLAN APO5.0X/0.50 LWD. Za zajem slik smo 
uporabljali način »z-stack«, ki omogoča slikanje v več plasteh po izbranem globinskem 
intervalu. Slike smo obdelali s programom Leica LAS X. Različni načini priprave preparatov 
so opisani zgoraj (podpoglavja 3.2.4.1 Prehodna transformacija tobaka, 3.2.5.2 Selekcija 
transgenih linij rastlin na osnovi fluorescence in 3.2.6.1 Tretiranje rastlin za umeritev 
fluorescence roGFP2 v različnih redoks stanjih).  
3.2.7.1 Konfokalna mikroskopija tobaka 
Pri citokininskem senzorju pCAMBIA1300_ASX_VENUS_mKATE smo fluorescenco 
vzbujali z laserjema valovnih dolžin 488 nm (intenziteta: 68,82 %) in 532 nm (intenziteta: 
96,45 %). S prvim smo vzbujali fluorescenco rumenega fluorescenčnega proteina VENUS, 
z drugim pa rdečega fluorescenčnega proteina mKATE. Emisijo proteina VENUS smo 
zajemali v območju od 520 nm do 540 nm, mKATE od 620 nm do 640 nm. Klorofil smo 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm (intenziteta: 54,5 %), emisijo smo zajemali v 
območju od 690 nm do 750 nm. Nastavitve konfokalnega mikroskopa prikazuje preglednica 
23.    
Preglednica 23: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje preparatov prehodne transformacije 






Nastavitev konfokalnega mikroskopa Vrednost ali izbrana možnost 
Objektiv 5x 
Povečava v računalniškem programu (angl. optical zoom) 2,89 
Povprečenje po slikah (angl. frame average) 2 
Način slikanja “fine focus” 
Jakost osvetlitve (angl. smart offset) 0,7 % 
Zaslonka (angl. pinhole) 0,894 AU 
Povečava na nadzorni plošči 1,5 
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Pri senzorjih Jas9-VENUS in mJas9-VENUS smo fluorescenco vzbujali z laserjem valovne 
dolžine 488 nm (intenziteta: 68,82 %), pri H2BRFP pa z laserjem valovne dolžine 532 nm 
(intenziteta: 60,70 %). S prvim smo vzbujali fluorescenco rumenega fluorescenčnega 
proteina VENUS, z drugim pa rdečega fluorescenčnega proteina RFP. Emisijo proteina 
VENUS smo zajemali v območju od 520 nm do 540 nm, RFP od 570 nm do 630 nm. Klorofil 
smo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm (intenziteta: 54,5 %), emisijo pa zajemali v 
območju od 690 nm do 750 nm. Nastavitve konfokalnega mikroskopa prikazuje preglednica 
24. 
Preglednica24: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje preparatov prehodne transformacije 







Pri senzorju pt-roGFP2 smo fluorescenco vzbujali z laserjema valovnih dolžin 405 nm 
(intenziteta: 85,79 %) in 488 nm (intenziteta: 85,79 %). S prvim smo vzbujali fluorescenco 
roGFP2 v oksidiranem stanju, z drugim pa roGFP2 v reduciranem stanju. Emisijo roGFP2 
smo zajemali v območju od 505 nm do 520 nm. Klorofil smo vzbujali z laserjem valovne 
dolžine 488 nm (intenziteta: 54,5 %), emisijo smo zajemali v območju od 690 nm do 750 
nm. Nastavitve konfokalnega mikroskopa prikazuje preglednica 25. 
Preglednica 25: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje preparatov prehodne transformacije 





Nastavitev konfokalnega mikroskopa Vrednost ali izbrana možnost 
Objektiv 5x 
Povečava v računalniškem programu (angl. optical zoom) 1,99 
Povprečenje po slikah (angl. frame average) 2 
Način slikanja “fine focus” 
Jakost osvetlitve (angl. smart offset) 0,0 % 
Zaslonka (angl. pinhole) 0,994 AU 
Povečava na nadzorni plošči 1,5 
Nastavitev konfokalnega mikroskopa Vrednost ali izbrana možnost 
Objektiv 5x 
Povečava v računalniškem programu (angl. optical zoom) 1,99 
Povprečenje po slikah (angl. frame average) 2 
Način slikanja “fine focus” 
Jakost osvetlitve (angl. smart offset) 0,0 % 
Zaslonka (angl. pinhole) 0,994 AU 
Povečava na nadzorni plošči 1,0 
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3.2.7.2 Konfokalna mikroskopija transgenih linij krompirja 
Pri rastlinah krompirja z vnešenimi konstrukti Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP 
smo fluorescenco vzbujali z laserjema valovnih dolžin 488 nm in 532 nm. Intenzitete 
laserjev in emisije proteinov so opisane zgoraj (podpoglavje 3.2.7.1 Konfokalna 
mikroskopija tobaka), nastavitve konfokalnega mikroskopa pa prikazuje preglednica 26. 
Preglednica 26: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje poganjkov krompirja iz tkivnih kultur s 





Pri rastlinah krompirja z vnešenim konstruktom pt-roGFP2 smo fluorescenco vzbujali z 
laserjema valovnih dolžin 405 nm in 488 nm. Intenzitete laserjev in emisije proteinov so 
opisane zgoraj (podpoglavje 3.2.7.1 Konfokalna mikroskopija tobaka), nastavitve 
konfokalnega mikroskopa pa prikazuje preglednica 27.  






Nastavitev konfokalnega mikroskopa Vrednost ali izbrana možnost 
Objektiv 20x 
Povprečenje po slikah (angl. frame average) 2 
Način slikanja “fine focus” 
Jakost osvetlitve (angl. smart offset) 0,0 % 
Zaslonka (angl. pinhole) 0,91 - 1,0 AU 
Povečava na nadzorni plošči 1,62 - 3,36 
Nastavitev konfokalnega mikroskopa Vrednost ali izbrana možnost 
Objektiv 20x 
Povprečenje po slikah (angl. frame average) 1 
Način slikanja “fine focus” 
Jakost osvetlitve (angl. smart offset) 0,0 % 
Zaslonka (angl. pinhole) 0,99 AU 
Povečava na nadzorni plošči 3,00 
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3.2.7.3 Konfokalna mikroskopija rastlin krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-
roGFP2 
Pri rastlinah krompirja z vnešenim konstruktom pt-roGFP2, s katerimi smo izvajali nadaljnje 
poskuse določanja redoks stanja v kloroplastih, smo fluorescenco vzbujali z laserjema 
valovnih dolžin 405 nm in 488 nm. Intenzitete laserjev in emisije proteinov so opisane zgoraj 
(podpoglavje 3.2.7.1 Konfokalna mikroskopija tobaka), nastavitve mikroskopa prikazuje 
preglednica 28 in so bile optimizirane ter ves čas poskusa nespremenjene.   
Preglednica 28: Nastavitve konfokalnega mikroskopa za opazovanje tretiranih rastlin krompirja sorte NahG-




3.2.8 Analiza slik 
Za analizo slik smo uporabili računalniška programa Matlab in Rstudio, za katera je 
sodelavec z NIB, dr. Anže Županič pripravil delovni skripti (dostopni na prošnjo pri avtorju). 
V programu Matlab (Matlab 2019b, Image Processing Toolbox) smo iz slik konfokalnega 
mikroskopa s pomočjo skripte določili redoks stanje v kloroplastih po različnih tretiranjih 
(DTT, H2O2 in PVY) rastlin. Skripta deluje tako, da na podlagi mikroskopskih slik izračuna 
razmerje v intenziteti fluorescence proteina roGFP2 po vzbujanju z laserjema valovnih 
dolžin 405 nm in 488 nm (od tu dalje imenovano razmerje v intenziteti fluorescence 405/488 
nm). S pomočjo skripte za analizo slik smo slike, posnete s konfokalnim mikroskopom, 
shranili v obliki TIFF in jih uvozili v program Matlab. Posamezno sliko smo iz programa 
Leica LAS X izvozili za vsak kanal posebej (slika kanala klorofila, slika kanala fluorescence 
roGFP2, ki smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm in slika kanala fluorescence 
roGFP2, ki smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm). Skripta je sestavljena iz 
dveh delov. Funkcije, ki smo jih uporabljali v skripti, so iz orodja Image Processing Toolbox, 
parametre posameznih funkcij pa smo določili glede na naše poznavanje biologije (npr. 
velikost kloroplasta) in preko preizkušanja na posnetih slikah. Prvi del skripte je sestavljen 
iz ukaza za uvoz slik, na katerih je klorofil, s katerim v program uvozimo slike in 
identificiramo kloroplaste. Rezultat prvega dela skripte sta izhodna slika s slikovno analizo 
in izhodne spremenljivke (maska slike, območje kloroplastov, slikovne pike (angl. pixel), ki 
pripadajo vsakemu kloroplastu in intenzivnost fluorescence vsakega identificiranega 
kloroplasta). Potek analize poteka preko sledečih korakov: najprej smo uvožene slike 
pretvorili v sivo sliko (angl. grayscale), odstranili pike z zelo nizko intenziteto (v našem 
Nastavitev konfokalnega mikroskopa Vrednost ali izbrana možnost 
Objektiv 20x 
Povprečenje po slikah (angl. frame average) 2 
Način slikanja “fine focus” 
jakost osvetlitve (angl. smart offset) 0,0 % 
Zaslonka (angl. pinhole) 0,99 AU 
Povečava na nadzorni plošči 3,00 
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primeru smo določili najnižjo intenziteto 0,6 slikovnih pik) t.i. šum (npr. fluorescence  celic). 
Nato smo sivo sliko pretvorili v črno-belo (binarno sliko), kjer smo z metodo prostorsko-
adaptivnega filtra še dodatno odstranili šum, hkrati pa obdržali čim več signala 
(fluorescence) kloroplastov. V naslednjem koraku smo preko vizualnega pregleda slik 
določili prag minimalne velikosti kloroplastov 60 slikovnih pik in izbrisali vse objekte, 
manjše od praga. V tem koraku analize smo dobili t.i. masko slike, na kateri so izbrani 
individualni kloroplasti brez šuma ozadja. Nato smo poiskali vse preostale zvezne objekte 
(kloroplaste), ter izračunali povprečno fluorescenco kloroplastov v celotni ustvarjeni maski 
in povprečno intenziteto fluorescence v vsakem posameznem kloroplastu. 
V drugem delu skripte smo določili razmerje v intenziteti fluorescence 405/488 nm za vsako  
sliko (ROI) in za vsak posamezen kloroplast. Tu smo uporabili maske, ki smo jih pripravili 
v prvem delu skripte in uvozili slike kanalov, na katerih je fluorescenca proteina roGFP2 po 
vzbujanju z obema laserjema. Tudi tu smo na uvoženih slikah najprej odstranili šum ozadja 
in nato izračunali razmerje v intenziteti fluorescence 405/488 nm. Razmerje smo nato 
normalizirali na posamezen kloroplast. Razmerja v intenziteti fluorescence 405/488 nm so 
bila izračunana na osnovi slikovnih pik, intenzivnost pa je bila izračunana kot srednja 
vrednost za vsako slikovno piko v obeh kanalih (405 nm in 488 nm). Kvantitativne meritve 
so bile izračunane kot razmerje med srednjo intenzivnostjo iz vsakega kanala za vsak ROI.       
Po analizi slik konfokalnega mikroskopa smo pripravili preglednico z vrednostmi (razmerji 
v intenziteti fluorescence 405/488 nm) za vsak ROI (vsako sliko s konfokalnega 
mikroskopa) in jo uvozili v program Rstudio, kjer smo s pomočjo skripte za statistično 
analizo preverili, ali so rezultati, ki smo jih dobili s pomočjo skripte za analizo slik, 
statistično signifikantni (p<0,1). Skripta za statistično analizo deluje po principu linearnega 
mešanega modela (LME, angl. linear mixed effects model). Linearni mešani modeli so 
modeli, kjer je proučevana slučajna spremenljivka linearno odvisna od učinkov in zajemajo 
tako fiksne, kot tudi slučajne učinke. Imajo obliko Y = Xβ + Zα + ϵ, kjer je Y proučevani 
slučajni vektor, X matrika znanih konstant, β vektor fiksnih učinkov, Z znana matrika, α 
vektor slučajnih učinkov in ϵ vektor slučajnih odstopanj (Maver, 2018). Za LME smo se 
odločili, ker smo opravljali več neodvisnih meritev, ki smo jih naredili na isti rastlini oziroma 
listu. S pomočjo LME smo določili, kateri dejavniki (vrsta tretiranja, rastlina, list, dan po 
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𝐹𝑖𝑗𝑘𝑚𝑛𝑜 = 𝑇𝑖 + 𝐷𝑗 + 𝐿𝑘 + 𝐸𝑚 + 𝑃𝑛 + 𝐿𝐸𝑛𝑜 + 𝑒𝑖𝑗𝑘𝑚𝑛𝑜 
F – fluorescenca proteina, i – vrsta tretiranja, j – dan po okužbi, k – rastlinska linija, m – 
poskus, n – rastlina, o – list, Ti – povprečni (fiksni) učinek tretiranja (i), Dj – povprečni 
(fiksni) učinek časa po okužbi (j), Lk – povprečni (fiksni) učinek rastlinske linije (k), Em – 
povprečni (fiksni) učinek različnih poskusov (m), Pn – (naključni) učinek rastline (n), za 
katerega se domneva normalna porazdelitev s srednjo vrednostjo 0, LEno – (naključni) učinek 
izbranega lista (n) na rastlino (o), za katerega se domneva normalna porazdelitev s srednjo 
vrednostjo 0, eijkmno – preostala napaka, za katero se domneva normalna porazdelitev s 
srednjo vrednostjo 0 (Kuznetsova in sod., 2017). 
Ker na začetku modeliranja nismo vedeli, kateri dejavniki vplivajo na fluorescenco proteina 
in kateri ne, smo izbrali strukturo LME po principu »z vrha navzdol« (angl. top down 
approach), v katerem smo začeli z najbolj zapletenim mešanim učinkom modelne strukture, 
nato pa smo zaporedno odstranjevali naključne in fiksne učinke z nizko razlagalno močjo, 
kot je določeno z modelom primerjave. V končnem modelu LME je fluorescenca proteina 
pojasnjevana spremenljivka, tretiranje, dan po okužbi, linija in eksperimenti so fiksni 
pojasnjevalni učinki, rastlina in listi pa so naključni pojasnjevalni učinki. Statistična analiza 
je bila izvedena v programskem jeziku R (https://rstudio.com), z modelom izbire in izračuna 
statistične pomembnosti z uporabo funkcij lmer, step in anova (z izračunom prostostnih 
stopenj po metodi Satterthwaite), ki so na voljo v paketu lmertest (Kuznetsova in sod., 2017).      
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4 REZULTATI 
4.1 PRIPRAVA CITOKININSKEGA BIOLOŠKEGA SENZORJA 
S pomočjo tehnologije Plant X-tender smo pripravili biološki senzor, ki temelji na izražanju 
gena za rumeni fluorescenčni protein VENUS glede na koncentracijo citokininov v celici 
(slika 8).  
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4.1.1 Uspešno pripravljena konstrukta pL0A_0-1_TCSn1::VENUS-N7_T35S in 
pL0A_1-R_UBQ10::mKate2-N7_T35S nivoja 0 in njuna transformacija v bakterije 
E. coli 
S pomočjo reakcije PCR smo uspešno pomnožili transkripcijsko enoto TCSn1::VENUS-
N7_T35S (od tu dalje imenovana VENUS) dolžine 1621 bp iz plazmida pHG132 in 
UBQ10::mKate2-N7_T35S (od tu dalje imenovana mKATE) dolžine 1827 bp iz plazmida 
pHG138. Obe transkripcijski enoti vsebujeta zapis za signalni peptid (N7), ki omogoča 
prenos sintetiziranih proteinov VENUS in mKATE iz citosola v jedro, kjer lahko opazujemo 
njuno fluorescenco v transformiranih rastlinskih celicah. Po PCR, kjer smo kot matrico 
uporabili plazmid pHG132 s transkripcijsko enoto VENUS, smo dobili pomnožke v višini 
lise standarda dolžine 1500 bp (slika 9). Po PCR, kjer smo kot matrico uporabili plazmid 
pHG138 s transkripcijsko enoto mKATE, pa smo dobili pomnožke v višini med dvema 
lisama standarda velikosti 1500 in 2000 bp (slika 9). Vsi produkti PCR so bili pričakovanih 
dolžin. Prav tako smo uspešno razrezali plazmidna vektorja nivoja 0 (pL0A_0-1 velikosti 
4721 bp in pL0A_1-R velikosti 4952 bp) (slika 9).   
 
Slika 9: Agarozni gel po izrezovanju pomnožkov PCR in lineariziranih vektorjev nivoja 0. Zgoraj: L – 
velikostna lestvica MassRuler; mesta 2 do 5 – izrezani pomnožki PCR velikosti 1500 bp, matrica plazmid 
pHG132 s transkripcijsko enoto VENUS; mesto 6 – negativna kontrola PCR (ddH2O); mesti 7 in 8 – izrezan 
lineariziran plazmidni vektor pL0A_0-1 velikosti 4721 bp. Spodaj: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 
2 do 5 – izrezani pomnožki PCR v višini med dvema lisama stardarda velikosti 1500 in 2000 bp, matrica 
plazmid pHG138 s transkripcijsko enoto mKATE; mesto 6 – negativna kontrola PCR (ddH2O); mesti 7 in 8 – 
izrezan lineariziran plazmidni vektor pL0A_1-R velikosti 4952 bp.  
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Po čiščenju produktov PCR in lineariziranih plazmidnih vektorjev (preglednica 29) iz 
agaroznega gela smo s pomočjo reakcije HiFi transkripcijsko enoto VENUS uspešno vstavili 
v vektor pL0A_0-1 (slika 10) in transkripcijsko enoto mKATE v pL0A_1-R (slika 11). 
Glede na izmerjeno koncentracijo očiščenih produktov iz gela (preglednica 29) smo 
nadaljevali z vzorci 2, 3, 5 in 6. 








Slika 10: Uspešno vstavljena transkripcijska enota TCSn1::VENUS-N7_T35S (na plazmidni karti označena z 
VENUS) v lineariziran plazmidni vektor pL0A_0-1.  
Vzorec Transkripcijska enota/plazmid Koncentracija 
(ng/µl) 
A260/A280 A260/A230 
1 TCSn1::VENUS-N7_T35S 97,3 1,89 1,45 
2 TCSn1::VENUS-N7_T35S 108,7 1,91 1,43 
3 UBQ10::mKate2-N7_T35S 101,9 1,83 1,32 
4 UBQ10::mKate2-N7_T35S 73,0 1,85 1,29 
5 pL0A_0-1 25,1 1,67 0,72 
6 pL0A_1-R 39,2 1,73 0,84 
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Slika 11: Uspešno vstavljena transkripcijska enota UBQ10::mKate2-N7_T35S (na plazmidni karti označena z 
mKATE) v lineariziran plazmidni vektor pL0A_1-R. 
Plazmida pL0A_0-1_VENUS (slika 10) in pL0A_1-R_mKATE (slika 11) smo 
transformirali v kemijsko kompetentne celice E. coli TOP10. Uspešnost transformacije smo 
preverili s PCR na osnovi kolonije z začetnima oligonukleotidoma FM176 in FM218 
(preglednica 5), ki omogočata nastanek 2170 bp dolgega pomnožka, v primeru prisotnega 
konstrukta pL0A_0-1_VENUS  in 2607 bp v primeru prisotnega konstrukta pL0A_1-
R_mKATE. Na agaroznem gelu (slika 12) lahko vidimo, da bakterijski koloniji 2 in 5 
vsebujeta konstrukt pL0A_0-1_VENUS, saj je pomnožek PCR v višini lise 2000 bp, 
bakterijske kolonije 6, 7 in 10 pa vsebujejo konstrukt pL0A_1-R_mKATE, saj je pomnožek 
PCR v višini lise 2500 bp, kar je bilo tudi pričakovano. Kot pozitivno kontrolo za prisotnost 
konstrukta pL0A_0-1_VENUS v bakterijskih kolonijah smo v reakciji PCR na osnovi 
kolonije uporabili razklenjen plazmid pL0A_0-1 s koncentracijo 10 ng/µl (pričakovan 
pomnožek PCR dolžine 1224 bp), kot kontrolo za potrditev prisotnosti konstrukta pL0A_1-
R_mKATE pa smo uporabili razklenjen plazmid pL0A_1-R s koncentracijo 10 ng/µl 
(pričakovan pomnožek PCR dolžine 1455 bp). Dobljeni pomnožki PCR so pričakovanih 
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dolžin, saj se nahajajo v višini med dvema lisama standarda velikosti 1031 in 1500 bp (slika 
12).  
 
Iz potrjenih transformiranih bakterijskih kolonij (slika 12) smo izolirali plazmide 
(preglednica 30) ter jih poslali na sekvenciranje Sanger. Po analizi rezultatov sekvenciranja 
smo potrdili uspešno kloniranje brez vnosa mutacij pri kolonijah 5 (pL0A_0-1_VENUS) in 
6 (pL0A_1-R_mKATE), iz katerih smo naredili ponovno izolacijo plazmidov iz večjega 
volumna prekonočne kulture in tako dobili visoke koncentracije plazmidov (preglednica 31).   
Preglednica 30: Absorbcija (A) izoliranih plazmidov nivoja 0. 
 










pL0A_0-1_TCSn1::VENUS-N7_T35S   2 197,3 1,96 2,07 
pL0A_0-1_TCSn1::VENUS-N7_T35S   5 165,5 1,91 1,86 
pL0A_1-R_UBQ10::mKate2-N7_T35S 6 225,3 1,89 1,75 




pL0A_0-1_TCSn1::VENUS-N7_T35S   639,7 1,91 2,31 
pL0A_1-R_UBQ10::mKate2-N7_T35S 729,7 1,92 2,28 
L       1      2      3      4       5      +       -       6      7      8      9     10    +R     -R 
2000 bp 
2500 bp 
Slika 12: Preverjanje prisotnosti pripravljenih konstruktov nivoja 0 v bakterijskih kolonijah E. coli s pomočjo 
PCR na osnovi kolonije. Od leve proti desni: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 1 do 5 – pomnožki PCR 
bakterijskih kolonij s konstruktom pL0A_0-1_VENUS; mesto + je pozitivna kontrola PCR, matrica plazmid 
pL0A_0-1 (s koncentracijo 10 ng/µl); mesto - je negativna kontrola PCR (ddH2O); mesta 6 do 10 – pomnožki 
PCR bakterijskih kolonij s konstruktom pL0A_1-R_mKATE; mesto +R je pozitivna kontrola PCR, matrica 
plazmid pL0A_1-R (s koncentracijo 10 ng/µl); mesto -R je negativna kontrola PCR (ddH2O).  
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4.1.2 Uspešna restrikcija transkripcijskih enot TCSn1::VENUS-N7_T35S in 
UBQ10::mKate2-N7_T35S iz plazmidov  nivoja 0 in priprava konstrukta pL1A-hc_ 
TCSn1::VENUS-N7_T35S nivoja 1 
Iz plazmidov nivoja 0 smo uspešno izrezali transkripcijsko enoto VENUS z dodanima 
homolognima regijama pred promotorjem (A0) in za terminatorjem (A1) dolžine 1707 bp iz 
plazmidnega vektorja pL0A_0-1 in transkripcijsko enoto mKATE z dodanima homolognima 
regijama pred promotorjem (A1) in za terminatorjem (AR) dolžine 2141 bp iz plazmidnega 
vektorja pL0A_1-R. Na sliki 13 lahko vidimo, da je bila velikost transkripcijske enote 
VENUS v višini med dvema lisama standarda dolžin 1500 in 2000 bp, mKATE pa v višini 
lise standarda 2000 bp, kot smo tudi pričakovali. Prav tako smo uspešno razklenili plazmidni 
vektor pL1A-hc nivoja 1 dolžine 5554 bp (slika 13). Koncentracije iz gela očiščenih 
produktov so navedene v  preglednici 32.    
 






Po čiščenju izrezanih produktov iz agaroznega gela smo s pomočjo reakcije HiFi želeli 
vstaviti transkripcijski enoti VENUS in mKATE z dodanimi homolognimi regijami v 




A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 37,1 1,7 1,12 
A1-UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR 43,4 1,73 1,36 
pL1A-hc 28,6 1,82 0,63 




   L      2      3 
Slika 13: Agarozni gel po izrezovanju transkripcijskih enot in lineariziranega vektorja nivoja 1. Levo: L – 
velikostna lestvica MassRuler; mesti 2 in 3 – izrezana transkripcijska enota VENUS z dodanima homolognima 
regijama dolžine 1707 bp; mesti 4 in 5 – izrezana  transkripcijska enota mKATE z dodanima homolognima 
regijama dolžine 2141 bp. Desno: L – velikostna lestvica MassRuler; mesti 2 in 3 – izrezan lineariziran 




Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Slika 14: Teoretični prikaz sheme plazmida pL1A-hc_TCSn1::VENUS-N7_T35S_UBQ10::mKate2-
N7_T35S. 
Pripravljen konstrukt nivoja 1 smo transformirali v kemijsko kompetentne celice E. coli 
TOP10. Uspešnost transformacije smo preverili s PCR na osnovi kolonije in s 
sekvenciranjem Sanger z začetnima oligonukleotidoma FM182 in FM131 (preglednica 5), 
ki omogočata nastanek 4920 bp dolgega pomnožka. Rezultati sekvenciranja so pokazali 
neujemanja (ni prikazano), zato smo reakcijo HiFi ponovili, kjer smo namesto razmerji 
koncentracij vektorja in inserta 1:2 uporabili razmerje 2:1. Po drugi transformaciji so na 
ploščah zrastle štiri kolonije (pri 2 µL reakciji) in 48 kolonij (pri 5 µL reakciji). Naključno 
smo izbrali nekaj kolonij in izvedli PCR na osnovi kolonije z začetnima oligonukleotidoma 
FM182 in FM131 (preglednica 5), ki omogočata nastanek 4920 bp dolgega pomnožka. Na 
agaroznem gelu smo opazili pomnožek PCR, dolžine 4000 bp (ni prikazano), kar je manj, 
kot smo pričakovali. Plazmide smo izolirali iz potrjenih kolonij (1, 2, 5 in 6) ter jih poslali 
sekvencirati. Rezultati sekvenciranja Sanger so pokazali ujemanja s transkripcijsko enoto 
VENUS in homologno regijo A0 pri bakterijski koloniji 5 (priloga B), vendar ni bilo ujemanj 
63 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
s transkripcijsko enoto mKATE. Kljub temu, da se je zaporedje ujemalo le s transkripcijsko 
enoto VENUS, smo se odločili nadaljevati s to kolonijo in naredili ponovno izolacijo 
plazmida iz večjega volumna prekonočne kulture (preglednica 33).     





4.1.3 Priprava biološkega senzorja pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-
N7_T35S 
4.1.3.1 Uspešna restrikcija transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-AR iz 
plazmida nivoja 1 in uspešno kloniranje v destinacijski plazmidni vektor 
pCAMBIA1300_ASX 
Iz plazmida nivoja 1 smo izrezali transkripcijsko enoto VENUS z dodanima homolognima 
regijama (A0 in AR) in jo s pomočjo reakcije SLiCE vstavili v lineariziran plazmid 
pCAMBIA1300_ASX. Po restrikciji je bila velikost transkripcijske enote 2500 bp, kar ne 
ustreza pričakovani dolžini transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-A1 (1707 
bp), niti pričakovani dolžini transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-
N7_T35S+UBQ10::mKate2-N7_T35S-AR (4710 bp). Uspešno smo linearizirali plazmidni 
vektor pCAMBIA1300_ASX dolžine 8500 bp (slika 15).  
 
Slika 15: Agarozni gel po izrezu razklenjenega plazmidnega vektorja pCAMBIA1300_ASX.  





pL1A-hc_TCSn1::VENUS-N7_T35S 507,9 1,92 2,21 
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Preglednica 34: Absorbcija (A) transkripcijske enote A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-AR in plazmida 




V kemijsko kompetentne E. coli TOP10 smo transformirali reakcijsko mešanico SLiCE in 
uspešnost transformacije potrdili s PCR na osnovi kolonije (slika 16). Pri PCR smo uporabili 
začetna oligonukleotida VENUS_F in VENUS_R (preglednica 5), ki omogočata nastanek 
969 bp (začetna oligonukleotida nalegata le na transkripcijsko enoto VENUS) in 2832 bp 
dolgih pomnožkov (začetni oligonukleotid VENUS_F nalega na transkripcijsko enoto 
VENUS, začetni oligonuleotid VENUS_R pa na transkripcijsko enoto mKATE). Začetni 
oligonukleotid VENUS_R nalega na nukleotidno zaporedje signalnega peptida N7, ki ga 
vsebujeta obe transkripcijski enoti (VENUS in mKATE), zato nam ta skupaj z začetnim 
oligonukleotidom VENUS_F omogoča nastanek dveh produktov PCR različnih dolžin 
(krajšega 969 bp  in daljšega 2832 bp). 2832 bp dolgih produktov nismo uspeli pomnožiti, 
iz česar sklepamo, da transkripcijske enote mKATE ni v plazmidu, saj so začetni 
oligonukleotidi nalegali le na transkripcijsko enoto VENUS (slika 16).   
 
Iz potrjenih kolonij 1, 2, 3 in 4 (slika 16) smo izolirali plazmide (preglednica 35) ter jih 
poslali sekvencirati. Vsi rezultati sekvenciranja Sanger so potrdili, da imamo v našem 
plazmidnem vektorju pCAMBIA1300_ASX vstavljen le gen VENUS medtem, ko nam gena 
mKATE ni uspelo vstaviti. Da bi lahko te rezultate potrdili/ovrgli, smo pripravili še več 
začetnih oligonukleotidov (preglednica 5), ki nalegajo na različnih delih plazmida (priloga 
C). Rezultati sekvenciranja so pokazali ujemanja z začetnimi oligonukleotidi 
VENUS_END_F, A1_F, AR_R in neujemanja z mKATE_F in mKATE_R. Iz česar 




A0-TCSn1::VENUS-N7_T35S-AR 66,5 1,8 1,4 
pCAMBIA1300_ASX 82,3 1,82 1,76 
L      1     2     3       4     5      6            L       7       8 
Slika 16: Pomnožki PCR s konstruktom pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S. Od leve proti 
desni: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 1 do 8 – pomnožki PCR bakterijskih kolonij E. coli dolžine 
1500 bp.  
1500 bp 
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transkripcijsko enoto VENUS ter del transkripcijske enote mKATE (homologno regijo A1 
in del zaporedja gena mKATE) (priloga D). 
Preglednica 35: : Absorbcija (A) izoliranega plazmida pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S iz 
različnih bakterijskih kolonij.  
4.1.3.2 Transformacija agrobakterij seva GV3101 s plazmidom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S  
Ko smo potrdili delno ustreznost nukleotidnega zaporedja pripravljenega plazmida s 
tehnologijo Plant X-tender (kjer smo potrdili le prisotnost transkripcijske enote VENUS), 
smo nadaljevali s transformacijo agrobakterij seva GV3101 (preglednica 36) s plazmidoma, 
izoliranima iz bakterijskih kolonij E. coli 2 in 3 (slika 16). Poskus smo nadaljevali z 
bakterijsko kolonijo 2 (preglednica 36). 
Preglednica 36: Meritve pri elektroporaciji agrobakterij seva GV3101 s plazmidom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S. 
Za potrditev uspešnosti transformacije agrobakterij s plazmidom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S smo uporabili metodo PCR na osnovi 
kolonije z začetnima oligonukletidoma VENUS_F in VENUS_R (preglednica 5), ki 
omogočata nastanek 969 bp velikega pomnožka (začetna oligonukleotida nalegata le na 
transkripcijsko enoto VENUS). S PCR na osnovi kolonije smo potrdili, da tri testirane 
kolonije od osmih (kolonije 4, 5 in 8 na sliki 17) vsebujejo transkripcijsko enoto VENUS 






pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S 1 174,4 1,89 1,91 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S 2 192,5 1,90 1,93 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S 3 187,5 1,89 1,95 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S 4 119,1 1,85 1,71 
Vzorec Kolonija 
E. coli 
Električna napetost (V) Čas (ms) 
GV3101  pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S 2 2040 5,6 
GV3101  pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S 3 2040 5,6 
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Slika 17: Pomnožki PCR za potrjevanje prisotnosti plazmida pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-
N7_T35S v agrobakterijah. Od leve proti desni: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 1 do 8 – pomnožki 
PCR kolonij agrobakterij; mesto - je negativna kontrola PCR (ddH2O). Kolonije agorbakterij 4, 5 in 8 vsebujejo 
pomnožek PCR velikosti 1500 bp. 
4.1.4 Potrjevanje delovanja pripravljenega citokininskega senzorja 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S v tobaku 
Za potrjevanje delovanja pripravljenega biološkega senzorja smo si izbrali tri uspešno 
transformirane kolonije agrobakterij seva GV3101 s plazmidom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S. Izbrane kolonije so bile 4, 5 in 8 (slika 
17). Rastline tobaka smo infiltrirali s prekonočno kulturo, pripravljeno iz izbranih kolonij, 
eno rastlino pa smo infiltrirali s prekonočno kulturo, pripravljeno iz agrobakterij seva 
GV3101 s konstruktom H2BRFP. Ta rastlina je bila pozitivna kontrola prehodne 
transformacije, kjer smo v jedrih rastlinskih celic pričakovali fluorescenco proteina RFP. 
Pred infiltracijo rastlin smo vse agrobakterije s konstruktom 
pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S zmešali v razmerju 1:1 z 
agrobakterijami seva GV3101 s konstruktom p19, ki pripomore k uspešnosti izražanja 
vnešenega gena, saj deluje kot zatiralec genskega utišanja. Po treh dneh od prehodne 
transformacije smo transformirane liste tobaka pregledali s konfokalnim mikroskopom, kjer 
smo opazovali fluorescenco proteinov VENUS in mKATE v jedrih. Ker smo se ponovno 
želeli prepričati, če konstrukt vsebuje le transkripcijsko enoto VENUS, mKATE pa ne, smo 
fluorescenco merili tudi v kanalu za mKATE (slika 18). Kljub temu, da transkripcijska enota 
VENUS vsebuje signalni peptid N7, smo fluorescenco proteina opazili tudi v citoplazmi in 
ne le v jedrih celic (slika 18).   
2000 bp 
1500 bp 
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Da bi ugotovili, ali je signal, ki ga zaznamo v območju merjenja emisije mKATE (slika 18, 
spodaj levo), posledica fluorescence mKATE ali le fluorescenca VENUS zaradi prekrivanja 
spektrov mKATE in VENUS (angl. crosstalk), smo emisijo zajeli pri različnih valovnih 
dolžinah (v 20 korakih, velikosti 10 nm, od 450 do 650 nm; angl. lambda scan). Rezultat je 
bil le en emisijski vrh pri valovnih dolžinah od 520 do 540 nm, kar ustreza emisiji proteina 
VENUS, medtem, ko nismo zaznali viška emisije v območju od 620 do 640 nm, kar je 
pričakovana emisija proteina mKATE (slika 19). Zaključimo lahko, da smo zaznali le 
fluorescenco proteina VENUS. 
Klorofil VENUS 
mKATE Prekrivanje 
Slika 18: Merjenje fluorescence proteinov VENUS za citokininski senzor (rumeno) in mKATE za obarvanje 
jedra (rdeče) s konfokalno mikroskopijo. Fluorescenco smo spremljali po prehodni transformaciji tobaka N. 
benthamiana s konstruktom pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S (kolonija 4). Levo proti desni, 
od zgoraj navzdol: emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina VENUS (520-540 nm), emisija proteina 
mKATE (620-640 nm), prekrivanje fluorescence vseh treh kanalov. Merilo: 500 µm 
68 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Slika 19: Merjenje fluorescence z laserjem 532 nm pri valovnih dolžinah od 450 do 650 nm (angl. lambda 
scan). Krivulje prikazujejo fluorescenco štirih izbranih jeder celic pri določeni valovni dolžini.  
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4.2 PRIPRAVA TRANSGENIH RASTLIN RAZLIČNIH SORT KROMPIRJA, KI 
VSEBUJEJO SENZOR JASMONSKE KISLINE Jas9-VENUS IN SENZOR H2BRFP 
ZA NORMALIZACIJO SIGNALA PROTEINA VENUS V RAZLIČNIH TKIVIH 
KROMPIRJA  
Shema na sliki 20 prikazuje pripravo in selekcijo transgenih rastlin krompirja sort Rywal in 

































Slika 20: Shema priprave transgenih linij krompirja sort Rywal in Désirée s senzorjem jasmonske kisline in 
H2BRFP. 
Prehodna transformacija tobaka z: 
 GV3101 Jas9-VENUS 
 GV3101 mJas9-VENUS 
 GV3101 H2BRFP 
Stabilni transformaciji krompirja sort Rywal in Désirée z: 
 LBA4404 Jas9-VENUS+H2BRFP  
 LBA4404 mJas9-VENUS+H2BRFP  
Prenos 93 transgenih poganjkov Désirée Jas9- 
VENUS+H2BRFP in 49 Désirée mJas9- 









N7 (mJas9-VENUS)  
Izolacija plazmidov  
Elektroporacija 
agrobakterij sevov 
LBA4404 in GV3101 s 
plazmidi Jas9-VENUS, 
mJas9-VENUS in RFP 
Priprava trajnih kultur 
 (E. coli in agrobakterij) 
PCR na osnovi 
kolonije  
E. coli 




kultur E. coli s 
konstruktom 
H2BRFP na plošče 
Prenos 88 transgenih poganjkov Rywal Jas9-
VENUS+H2BRFP ter 34 Rywal mJas9-
VENUS+H2BRFP na gojišče MS15 s selekcijo 
Selekcija transgenih linij rastlin na osnovi 
fluorescence in genotipizacije iz osmih 
različnih linij 
Mikropropagacija šestih linij vsake 





Stabilna transformacija krompirja sorte Rywal z: 
 LBA4404 Jas9-VENUS  
 LBA4404 mJas9-VENUS 
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4.2.1 Uspešna transformacija senzorja jasmonske kisline (Jas9-VENUS) v kemijsko 
kompetentne E. coli in elektrokompetentne agrobakterije ter preverjanje delovanja 
senzorja v rastlinah tobaka 
Senzor jasmonske kisline pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7 (od tu dalje imenovan Jas9-
VENUS) in kontrolni senzor pH7m346W_p35::mJas9-VENUS-N7 (od tu dalje imenovan 
mJas9-VENUS) smo uspešno transformirali v kemijsko kompetentne bakterije E. coli 
TOP10 in iz njih izolirali večje koncentracije plazmidov (preglednica 37). Prav tako smo  
izvedli izolacijo plazmidov iz bakterij E. coli s konstruktom H2BRFP (preglednica 37), ki 
smo jih predhodno razmazali iz trajnih kultur na plošče z LB-gojiščem in z ustrezno 
selekcijo.  
Preglednica 37: Absorbcija (A) izoliranih plazmidov Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP. 
Po uspešnih izolacijah plazmidov smo izvedli elektroporacijo elektrokompetentnih 
agrobakterij sevov LBA4404 in GV3101 (preglednica 38) z izoliranimi vzorci 2, 4 in 6 
(preglednica 37). 
Preglednica 38: Meritve pri elektroporaciji agrobakterij sevov LBA4404 in GV3101 s plazmidi Jas9-VENUS, 







Uspešnost elektroporacije agrobakterij seva GV3101 smo preverili s PCR na osnovi kolonije 
(slika 21) z začetnima oligonukleotidoma qJas9-VENUS-F in qJas9-VENUS-R (preglednica 
5), ki omogočata nastanek 145 bp velikih pomnožkov. S to metodo smo potrdili, da vse 
testirane kolonije vsebujejo konstrukta Jas9-VENUS in mJas9-VENUS pričakovanih dolžin 
(slika 21).   
Vzorec Plazmid Koncentracija (ng/µl) A260/A280 A260/A230 
1 pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7 216,5 1,79 1,30 
2 pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7 207,8 1,80 1,29 
3 pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7 240,6 1,85 1,56 
4 pH7m346W_p35::mJas9-VENUS-N7 296,0 1,90 1,88 
5 pH7m346W_p35::mJas9-VENUS-N7 325,7 1,89 1,78 
6 H2BRFP 150,2 1,95 1,95 
Vzorec Električna napetost (V) Čas (ms) 
GV3101 Jas9-VENUS 2040 1,2 
LBA4404 Jas9-VENUS 2000 5,0 
GV3101 mJas9_VENUS 2040 5,2 
LBA4404 mJas9_VENUS 2000 4,0 
LBA4404 H2BRFP 2040 5,4 
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Slika 21: Agrobakterije vsebujejo senzor jasmonske kisline Jas9-VENUS in kontrolni senzor mJas9-VENUS. 
Od leve proti desni: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 1 do 5 – pomnožki PCR kolonij agrobakterij 
seva GV3101 s konstruktom Jas9-VENUS velikosti 145 bp; mesta 1m do 5m – pomnožki PCR kolonij 
agrobakterij seva GV3101 s konstruktom mJas9-VENUS velikosti 145 bp.  
Po potrditvi uspešnosti transformacij agrobakterij seva GV3101 smo s kolonijama 4 in 5 s 
konstruktom Jas9-VENUS (slika 21) in s kolonijama 1m in 2m s konstruktom mJas9-
VENUS (slika 21) izvedli prehodno transformacijo tobaka. Bakterije s konstruktoma Jas9-
VENUS in mJas9-VENUS smo zmešali v volumenskem razmerju 1:1 z bakterijami s 
konstruktom H2BRFP, ki je pozitivna kontrola prehodne transformacije. Vsem konstruktom 
smo v razmerju 1:1 primešali tudi konstrukt p19, ki je zatiralec genskega utišanja. S 
prehodno transformacijo tobaka smo potrdili, da konstrukti delujejo v rastlinah, saj smo 
opazili fluorescenco proteinov VENUS in RFP v jedrih celic, kot smo tudi pričakovali. 
Senzorja Jas9-VENUS in mJas9-VENUS vsebujeta zapis N7 za signalni peptid, ki omogoča 
prenos sintetiziranih proteinov VENUS iz citoplazme v jedro celice in nam tam omogočata 
spremljanje bioaktivne oblike JA v rastlinskih celicah. Senzor H2BRFP prav tako vsebuje 
zapis za lokalizacijo jeder (H2B; Histon 2B), ki omogoča vključitev proteina RFP v 
nukleosome. Slika 22 prikazuje fluorescenco proteinov VENUS in RFP po prehodni 
transformaciji tobaka s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP, slika 23 pa fluorescenco 
proteinov VENUS in RFP po prehodni transformaciji tobaka s konstruktoma mJas9-VENUS 
in H2BRFP. Pri konstruktu mJas9-VENUS pa smo fluorescenco proteina VENUS opazili 
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Slika 22: Fluorescenca senzorja Jas9-VENUS po transformaciji tobaka. Fluorescenco proteinov VENUS za 
spremljanje senzorja (rumeno) in RFP za spremljanje akumulacije H2BRFP (rdeče) smo spremljali s 
konfokalno mikroskopijo po prehodni transformaciji tobaka N. benthamiana s konstruktoma Jas9-VENUS 
(kolonija 4) in H2BRFP. Levo proti desni, od zgoraj navzdol: emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina 
VENUS (520-540 nm), emisija proteina RFP (570-630 nm), prekrivanje fluorescence vseh treh kanalov. 
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Slika 23: Fluorescenca senzorja mJas9-VENUS po transformaciji tobaka. Fluorescenco proteinov VENUS za 
spremljanje senzorja (rumeno) in RFP za spremljanje akumulacije H2BRFP (rdeče) smo spremljali s 
konfokalno mikroskopijo po prehodni transformaciji tobaka N. benthamiana s konstruktoma mJas9-VENUS 
(kolonija 1m) in H2BRFP. Levo proti desni, od zgoraj navzdol: emisija klorofila (570-630 nm), emisija 
proteina VENUS (520-540 nm), emisija proteina RFP (570-630 nm), prekrivanje fluorescence vseh treh 
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4.2.2 Uspešna priprava transgenih rastlin krompirja sort Rywal in Désirée s 
senzorjem jasmonske kisline (Jas9-VENUS) 
4.2.2.1 Stabilna transformacija rastlin krompirja sorte Rywal s plazmidom 
pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7 in kontrolo pH7m346W_p35::mJas9-VENUS-N7 
Ko smo s prehodno transformacijo tobaka potrdili, da konstrukta Jas9-VENUS in mJas9-
VENUS delujeta, smo izvedli stabilno transformacijo krompirja sorte Rywal. Za stabilno 
transformacijo krompirja smo uporabili sev agrobakterij LBA4404. Po štirih mesecih je na 
selekcijskem gojišču zrastlo 72 poganjkov transgenih rastlin Rywal s konstruktom Jas9-
VENUS in 80 poganjkov transgenih rastlin Rywal s konstruktom mJas9-VENUS. Vsak 
poganjek je predstavljal posamezno transgeno linijo. Listke naključno izbranih poganjkov 
(približno 10 linij na konstrukt) smo nato pregledali s konfokalnim mikroskopom, vendar 
nismo nikjer opazili signala proteina VENUS. Zato smo se odločili vzorčiti listke novih 
osmih linij za vsak konstrukt in preveriti prisotnost konstruktov Jas9-VENUS in mJas9-
VENUS v posameznih transgenih linijah s pomočjo genotipizacije. Za potrjevanje 
konstrukta Jas9-VENUS smo v reakciji PCR uporabili začetna oligonukleotida VENUS_F 
in VENUS_R (preglednica 5), ki omogočata nastanek 969 bp velikih pomnožkov. Za 
potrjevanje konstrukta mJas9-VENUS smo uporabili začetna oligonukleotida qJas9-
VENUS-F in qJas9-VENUS-R (preglednica 5), ki omogočata nastanek 145 bp velikih 
pomnožkov. Rezultati (slika 24 in slika 25) so pokazali, da vzorčene linije vsebujejo 
konstrukta Jas9-VENUS in mJas9-VENUS pričakovanih velikosti, vendar mi ne moremo 




Slika 24: Prisotnost Jas9-VENUS v gDNK transgenih rastlin krompirja sorte Rywal s konstruktom Jas9-
VENUS. Od leve proti desni: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 1 do 8 – pomnožki PCR velikosti 1000 
bp, matrica gDNK transgenih linij Rywal s konstruktom Jas9-VENUS; mesto + je pozitivna kontrola PCR 
velikosti 1000 bp, matrica plazmid Jas9-VENUS (s koncentracijo 10 ng/µl); mesto - je negativna kontrola PCR 
(ddH2O). 
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Slika 25: Prisotnost mJas9-VENUS v gDNK transgenih rastlin krompirja sorte Rywal s konstruktom mJas9-
VENUS. Od leve proti desni: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta 1 do 8 – pomnožki PCR velikosti 145 
bp (razen mesto 8), matrica gDNK transgenih linij Rywal s konstruktom mJas9-VENUS; mesto + je pozitivna 
kontrola PCR velikosti 145 bp, matrica plazmid mJas9-VENUS (s koncentracijo 10 ng/µl); mesto - je negativna 
kontrola PCR (ddH2O). 
Ker pod mikroskopom nismo opazili fluorescence proteina VENUS v rastlinah iz tkivnih 
kultur, z genotipizacijo pa smo potrdili prisotnost konstruktov Jas9-VENUS in mJas9-
VENUS v transgenih linijah, smo propagirali vršičke transgenih poganjkov v gojišče MS30 
brez selekcije in jih čez 14 dni posadili v zemljo. Ponovno smo preverili fluorescenco 
proteina VENUS s pomočjo konfokalnega mikroskopa listov transgenih rastlin iz zemlje, 
vendar fluorescence nismo opazili.    
4.2.2.2 Stabilna kotransformacija rastlin krompirja sort Rywal in Désirée s konstrukti 
pH7m346W_p35::Jas9-VENUS-N7, pH7m346W_p35::mJas9-VENUS-N7 in H2BRFP 
Ker pri transgenih rastlinah Rywal s senzorjem Jas9-VENUS nismo opazili fluorescence 
proteina VENUS, smo se odločili ponoviti stabilno transformacijo rastlin krompirja s 
senzorjema Jas9-VENUS in mJas9-VENUS. Tokrat smo poleg senzorjev JA istočasno 
vnašali tudi konstrukt H2BRFP, ki nam služi kot kontrola za lokalizacijo  jeder rastlinskih 
celic in kot kontrola uspešne transformacije. Vsi konstrukti Jas9-VENUS, mJas9-VENUS 
in H2BRFP vsebujejo zapis za signalni peptid (Jas9-VENUS in mJas9-VENUS vsebujeta 
N7, H2BRFP pa H2B), ki omogoča sintetiziranim proteinom (VENUS in RFP) prenos iz 
citosola v jedro celice. To transformacijo smo poimenovali stabilna kotransformacija. Prav 
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Za stabilne kotransformacije smo ponovno uporabili agrobakterije seva LBA4404. Vse 
konstrukte smo pred transformacijo med seboj zmešali v volumenskem razmerju 1:1 
(konstrukta Jas9-VENUS in H2BRFP ter mJas9-VENUS in H2BRFP). Čez približno štiri 
mesece po transformaciji je na gojiščih s selekcijo zrastlo 88 poganjkov transgenih rastlin 
Rywal s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP, 34 poganjkov rastlin Rywal s 
konstruktoma mJas9-VENUS in H2BRFP, 93 poganjkov rastlin Désirée s konstruktoma 
Jas9-VENUS in H2BRFP in 49 poganjkov rastlin Désirée s konstruktoma mJas9-VENUS in 
H2BRFP. Vsak poganjek predstavlja posamezno transgeno linijo.  
4.2.2.2.1 Potrditev uspešnosti stabilne kotransformacije transgenih rastlin krompirja 
sort Rywal in Désirée na osnovi fluorescence proteinov VENUS in RFP 
Pod konfokalnim mikroskopom smo pregledali listke osmih linij vsake transformacije. Z 
vsake linije smo vzeli dva listka in na njih pregledali več regij (ROI, angl. region of interest). 
Pri rastlinah sorte Désirée s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP nismo opazili ne 
fluorescence proteina VENUS in ne fluorescence proteina RFP pri nobeni od pregledanih 
liniji. Pri rastlinah sorte Désirée s konstruktoma mJas9-VENUS in H2BRFP pa smo opazili 
fluorescenco proteina RFP (slika 26) pri vseh linijah, razen pri linijah Dm5 in Dm6. 
Fluorescence proteina VENUS nismo opazili nikjer.  
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Pri transgenih rastlinah sorte Rywal s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP smo pri 
linijah R1, R2 in R3 opazili rumene lise (slika 27) medtem, ko smo pri liniji R6 opazili 
fluorescenco proteina VENUS v jedrih celic listnih rež (slika 28). Pri ostalih linijah (R4, R5, 
R7 in R8) nismo opazili fluorescence proteina VENUS. Fluorescence proteina RFP nismo 
zaznali pri nobeni liniji. Pri rastlinah sorte Rywal s konstruktoma mJas9-VENUS in 
H2BRFP smo le pri linijah Rm3 in Rm5 opazili nekaj rumenih lis, fluorescenco RFP smo 
opazili le pri liniji Rm6.  
Slika 26: Fluorescenca v listih krompirja sorte Désirée po transformaciji z mJas9-VENUS in H2BRFP. Na sliki 
je prikazana fluorescenca proteinov VENUS za spremljanje senzorja (rumeno, desno zgoraj) in RFP za 
spremljanje akumulacije H2BRFP (rdeče, levo spodaj), merjena s konfokalno mikroskopijo. Fluorescenco smo 
spremljali pri transgenih rastlinah sorte Désirée s konstruktoma mJas9-VENUS in H2BRFP (linija Dm1). Pod 
mikroskopom smo opazili le fluorescenco proteina RFP v jedrih celic. Od leve proti desni, od zgoraj navzdol: 
emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina VENUS (520-540 nm), emisija proteina RFP (570-630 nm), 
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Slika 28: Fluorescenca proteina VENUS v jedrih celic listnih rež po transformaciji krompirja sorte Rywal z 
Jas9-VENUS in H2BRFP. Fluorescenco VENUS za spremljanje senzorja (rumeno) smo opazovali s 
konfokalno mikroskopijo pri transgenih rastlinah sorte Rywal s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP (linija 
R6). Fluorescence proteina RFP nismo zaznali. Od leve proti desni: emisija klorofila (570-630 nm), emisija 
proteina VENUS (520-540 nm) in prekrivanje fluorescence obeh kanalov. Merilo: 75 µm   
Slika 27: Fluorescenca v listih krompirja sorte Rywal po transformaciji z Jas9-VENUS in H2BRFP. Pri 
transgenih rastlinah sorte Rywal s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP (linija R2) smo opazili rumene lise, 
za katere ne moremo trditi, da gre za fluorescenco proteina VENUS. Od leve proti desni: emisija klorofila 
(570-630 nm), emisija proteina VENUS (520-540 nm), emisija proteina RFP (570-630 nm) in prekrivanje 
fluorescence vseh kanalov. Merilo: 75 µm 
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4.2.2.2.2 Potrditev uspešnosti stabilne kotransformacije rastlin krompirja sort Rywal 
in Désirée z genotipizacijo 
Pri vseh analiziranih linijah, ki smo jih pregledali s konfokalnim mikroskopom, smo vzorčili 
tudi njihove listke za genotipizacijo, da bi potrdili prisotnost konstruktov v gDNK. Iz 
vzorčenih listkov smo izolirali rastlinsko gDNK in s pomočjo metode PCR določili 
prisotnost vnešenih konstruktov Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP. Za določanje 
prisotnosti gena VENUS smo pri PCR uporabili začetna oligonukleotida qJas9-VENUS-F 
in qJas9-VENUS-R (preglednica 5), ki omogočata nastanek 145 bp dolgega pomnožka, za 
določanje prisotnosti gena RFP smo uporabili začetna oligonukleotida  H2BRFP_F in 
H2BRFP_R (preglednica 5), ki omogočata nastanek 1090 bp dolgega pomnožka. 
Rezultati so pokazali, da vse transgene linije Désirée, ki smo jih pripravili s transformacijo 
s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP, vsebujejo gen VENUS, kar potrjuje 150 bp velik 
pomnožek na agaroznem gelu (slika 29, zgoraj), vendar nobena od linij ne vsebuje gena RFP, 
saj pri reakciji PCR z začetnima oligonukleotidoma H2BRFP_F in H2BRFP_R (preglednica 
5), ni prišlo do nastanka pomnožkov (slika 29, spodaj). Prav tako vse transgene linije Désirée 
s konstruktoma mJas9-VENUS in H2BRFP vsebujejo gen VENUS, kar ponovno potrjuje 
145 bp velik pomnožek na agaroznem gelu (slika 29, zgoraj). Gen RFP vsebujejo vse 
transgene linije, pri katerih je prišlo do nastanka produkta PCR v višini med dvema lisama 
standarda velikosti 1031 in 1500 bp (slika 29, spodaj).    
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Slika 29: Potrjevanje prisotnosti genov VENUS (zgoraj) in RFP (spodaj) v gDNK transgenih linij Désirée s 
konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP (levo) in Désirée s konstruktoma mJas9-VENUS in H2BRFP (desno). 
Zgoraj: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta D1 do Dm8 – pomnožki PCR velikosti 145 bp z začetnima 
oligonukleotidoma qJas9-VENUS-F in qJas9-VENUS-R; mesto ++ je pozitivna kontrola PCR, matrica gDNK 
iz transgenih linij rastlin Rywal s konstruktom Jas9-VENUS; mesto + je pozitivna kontrola, matrica plazmid 
Jas9-VENUS s koncentracijo 10 ng/µl; +m je pozitivna kontrola, matrica gDNK iz transgenih linij rastlin 
Rywal s konstruktom mJas9-VENUS. Spodaj: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta D1 do Dm8 – 
pomnožki PCR velikosti 1000 bp (razen mest D1 do D8) z začetnima oligonukleotidoma H2BRFP_F in 
H2BRFP_R; mesto + je pozitivna kontrola, matrica plazmid H2BRFP s koncentracijo 10 ng/µl; mesto – je 
nahaja negativna kontrola PCR (ddH2O).   
 
   L      D1    D2    D3    D4     D5    D6     D7    D8   Dm1 Dm2 Dm3 Dm4  Dm5 Dm6   Dm7 Dm8     ++     +      +m 
+     - 
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Pri genotipizaciji transgenih rastlin Rywal s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP so 
rezultati pokazali, da vse analizirane linije vsebujejo gen VENUS, kar potrjuje 145 bp velik 
pomnožek na agaroznem gelu (slika 30, zgoraj), gen RFP vsebuje le linija R4, pri kateri smo 
opazili pomnožek PCR velikosti med dvema lisama standarda dolžin 1031 in 1500 bp  (slika 
30, spodaj). Prav tako vse analizirane transgene linije Rywal s konstruktoma mJas9-VENUS 
in H2BRFP vsebujejo gen VENUS, kar ponovno potrjuje 145 bp velik pomnožek na 
agaroznem gelu (slika 30, zgoraj), gen RFP vsebuje le linija Rm6 s pomnožkom PCR 
velikosti med dvema lisama standarda dolžin 1031 in 1500 bp  (slika 30, spodaj).       
 
Slika 30: Potrjevanje prisotnosti genov VENUS (zgoraj) in RFP (spodaj) v gDNK transgenih linij Rywal s 
konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP (levo) in Rywal s konstruktoma mJas9-VENUS in H2BRFP (desno). 
Zgoraj: L – velikostna lestvica MassRuler; mesta R1 do R8 in mesta 1 do 7 – pomnožki PCR velikosti 145 bp 
pomnoženi z začetnima oligonukleotidoma qJas9-VENUS-F in qJas9-VENUS-R; mesto + je pozitivna 
kontrola PCR, matrica gDNK iz transgenih linij rastlin Rywal s konstruktom Jas9-VENUS; mesto ++ je 
pozitivna kontrola, matrica plazmid Jas9-VENUS s koncentracijo 10 ng/µl; mesto – je negativna kontrola PCR 
(ddH2O); mesto +m je pozitivna kontrola, matrica gDNK iz transgenih linij rastlin Rywal s konstruktom mJas9-
VENUS; mesto ++m je pozitivna kontrola, matrica plazmid Jas9-VENUS s koncentracijo 10 ng/µl. Spodaj: L 
– velikostna lestvica MassRuler; mesta R1 do R8 in mesta 1 do 7 – pomnožki PCR velikosti 1000 bp (le pri 
R4 in 6) pomnoženi z začetnima oligonukleotidoma H2BRFP-F in H2BRFP-R; mesto ++ je pozitivna kontrola, 
matrica plazmid H2BRFP s koncentracijo 10 ng/µl; mesto – je negativna kontrola PCR (ddH2O). 
   L      R1    R2     R3    R4   +      ++     -      R7    R5  R8      L    1     2     3     4    5    6   7     +  +m   -   ++ ++m 
L     R1     R2     R3    R4   R5    R8     ++     -            L      1       2        3        4        5       6       7       -   
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Slika 31: Zbrani rezultati fenotipizacije in genotipizacije transgenih linij sort Désirée in Rywal po 
kotransformaciji. Rezultate fenotipizacije predstavlja fluorescenca proteinov VENUS in RFP, ki smo jo 
spremljali s pomočjo konfokalnega mikroskopa. Rezultate genotipizacije predstavlja prisotnost pomnožka 




Genotip Linije RFP VENUS RFP VENUS
R1 rumene lise X
R2 rumene lise X
Rywal JAS+RFP R3 rumene lise X
R4 X X
R5 X




Rywal mJAS+RFP Rm3 rumene lise X
Rm4 X
Rm5 rumene lise X










Dm1 X X X
Dm2 X X X
Desiree mJAS+RFP Dm3 X X X
Dm4 X X X
Dm5 X X
Dm6 X
Dm7 X X X
Dm8 X X X
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4.3 PRIPRAVA TRANSGENIH RASTLIN KROMPIRJA SORTE NAHG-RYWAL, KI V 
KLOROPLASTIH VSEBUJEJO SENZOR REDOKS STANJA pt-roGFP2 IN 
OPTIMIZACIJA DOLOČANJA REDOKS STANJA V KLOROPLASTIH 
V rastline krompirja NahG-Rywal smo vnesli senzor redoks stanja pt-roGFP2 in z njegovo 






















Razmaz trajnih kultur 
agrobakterij sevov 
LBA4404 in GV3101 s 
konstruktom pCAMBIA 
pt-roGFP2  
31 rastlin NahG-Rywal iz 
tkivnih kultur 
Stabilna transformacija rastlin 
krompirja sorte NahG-Rywal 
  
Prenos 60-65 poganjkov na 
gojišče MS15 s selekcijo 
Selekcija transgenih linij rastlin na 
osnovi fluorescence in določitev treh 
linij z najboljšo fluorescenco 
 (L1, L2, L7) 
 
Mikropropagacija devetih linij v 
posamezne banjice (3 najboljše + 
6 rezervnih) 
Mikropropagacija vršičkov linij 
L1, L2 in L7 v gojišče MS 30 za 
poskus 
Prenos poganjkov v zemljo 
Tretiranje rastlin NahG-
Rywal s konstruktom pt-
roGFP2 z oksidantom 
(H2O2) in reducentom 
(DTT) 
Okuževanje rastlin NahG-
Rywal s konstruktom pt-
roGFP2 s PVYN-WILGA 
Opazovanje sprememb v fluorescenci 
proteina roGFP2 v kloroplastih 
(uporaba laserjev valovnih dolžin 488 
nm in 405 nm) 
Analiza slik in določitev 
redoks stanja v kloroplastih 
rastlin NahG-Rywal. 
Slika 32: Shema priprave senzorskih rastlin NahG-Rywal za proučevanje redoks stanja kloroplastov in 
optimizacija protokola za določanje redoks stanja v rastlinah krompirja in tobaka.  
Prehodna 
transformacija tobaka 
Opazovanje sprememb v 
fluorescenci proteina 
roGFP2 v kloroplastih 
tobaka (uporaba laserjev 
valovnih dolžin 488 nm 
in 405 nm) in določitev 
redoks stanja 
 
Tretiranje rastlin tobaka 
z oksidantom (H2O2) in 
reducentom (DTT) 
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4.3.1 Uspešna priprava transgenih rastlin sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-
roGFP2 
Stabilno transformacijo rastlin NahG-Rywal smo izvedli z že pripravljenimi agrobakterijami 
iz trajnih bakterijskih kultur seva LBA4404, ki vsebujejo konstrukt pCAMBIA_pt-roGFP2. 
Na izsečkih so se po dveh mesecih po transformaciji pojavili prvi transgeni poganjki (slika 
33).  
 
Po štirih mesecih po stabilni transformaciji smo imeli v banjicah z gojiščem MS15 s 
selekcijo med 60 in 65 transgenih poganjkov (slika 34). Vsak poganjek je predstavljal 
posamezno transgeno linijo.  
 
Slika 34: Transgeni poganjki sorte NahG-Rywal z vnešenim senzorjem redoks stanja pt-roGFP2. 
Slika 33: Plošče z izsečki in prvimi transgenimi poganjki po stabilni transformaciji rastlin NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2.  
Transgeni poganjki 
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4.3.1.1  Potrditev uspešnosti stabilne transformacije krompirja na osnovi fluorescence 
proteina roGFP2 in izbira najboljših linij 
Ko smo imeli zadostno število transgenih poganjkov po stabilni transformaciji, smo s 
pomočjo konfokalnega mikroskopa v listih krompirja opazovali fluorescenco proteina 
roGFP2 v kloroplastih celic. Fluorescenco smo opazovali s pomočjo laserjev valovnih dolžin 
488 nm in 405 nm, s katerima lahko zaznamo reducirano (laser valovne dolžine 488 nm) in 
oksidirano (laser valovne dolžine 405 nm) obliko proteina. Ko smo fluorescenco proteina 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm je bila šibkejša kot takrat, ko smo jo vzbujali z 
laserjem valovne dolžine 488 nm. Zato smo se odločili izbirati ustrezne linije na osnovi 
fluorescence proteina roGFP2, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Poleg 
poganjkov NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 smo pod mikroskopom kot kontrolo 
pogledali tudi listke transgenih linij Rywal s konstruktom pt-roGFP2, ki jih je pripravila 
študentka Mirjam Kmetič in jih opisala v svojem magistrskem delu (Kmetič, 2018). Pod 
mikroskopom smo opazili določene dele lista, kjer ni bilo fluorescence proteina roGFP2, ko 
smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm, kar lahko pomeni, da pri nekaterih 
transgenih poganjkih NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 niso bili vsi kloroplasti 
transformirani. Pri transgenih linijah Rywal s konstruktom pt-roGFP2 tega nismo opazili.    
Pod konfokalnim mikroskopom smo pregledali 16 linij transgenih rastlin NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2. Pri dvanajstih linijah smo opazili signal, ki je bil pri nekaterih 
linijah močnejši, pri drugih šibkejši. Rezultate konfokalne mikroskopije prikazuje 
preglednica 39.  
Preglednica 39: Prisotnost in intenziteta fluorescence proteina roGFP2 v transgenih poganjkih NahG-Rywal s 
kontruktom pt-roGFP2 po stabilni transformaciji. Intenziteta fluorescence: 0 – ni signala, 1 – nizka intenziteta, 












Linija  Fluorescenca pt-roGF2 Intenziteta fluorescence 
1 DA 4 
2 DA 4 
3 DA 2 
4 NE 0 
5 DA 1 
6 NE 0 
7 DA 4 
8 DA 4 
9 NE 0 
10 DA 2 
11 DA 3 
12 DA 2 
13 DA 1 
14 DA 3 
15 NE 0 
16 DA 3 
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Tako smo na podlagi fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih določili devet linij z 
najmočnejšo fluorescenco in jih ločeno propagirali v banjice z gojiščem MS15 in ustrezno 
selekcijo. Določili smo tudi tri najboljše linije L1, L2 in L7, ki so imele najmočnejši signal 
in z njimi nadaljevali poskuse. Signale najboljših treh linij prikazuje slika 35.  
 
Slika 35: Merjenje fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin NahG-Rywal s konfokalno 
mikroskopijo. Od zgoraj navzdol so prikazane tri najboljše transgene linije L1, L2 in L7. Levo proti desni: 
emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali 
z laserjem valovne dolžine 405 nm in emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Merilo: 100 µm.  
Klorofil Fluorescenca roGFP2 (laser 




Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 488 nm) 
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4.3.2 Senzorske rastline omogočajo opazovanje sprememb v redoks stanju v 
kloroplastih rastlinskih celic  
4.3.2.1 Delovanje senzorja redoks stanja pt-roGFP2 v rastlinah tobaka je v skladu s 
pričakovanji 
Preden smo začeli s poskusi na transgenih linijah rastlin krompirja sorte NahG-Rywal z 
vnešenim konstruktom pt-roGFP2, smo preverili delovanje senzorja redoks stanja v rastlinah 
tobaka. S prehodno transformacijo tobaka smo infiltrirali rastline s prekonočno kulturo 
agrobakterij seva GV3101 s konstruktom pt-roGFP2. Eno rastlino smo infiltrirali s 
prekonočno kulturo agrobakterij seva GV3101 s konstruktom pt-roGFP2 skupaj z 
agrobakterijami seva GV3101 s konstrutom H2BRFP, ki je pozitivna kontrola prehodne 
transformacije in smo jih pred infiltracijo zmešali z agrobakterijami s konstruktom p19, ki 
je zatiralec genskega utišanja. Pri tej rastlini tobaka smo potrdili, da je bila agroinfiltracija 
uspešna, saj smo opazili fluorescenco proteina RFP v jedrih, prav tako smo potrdili tudi, da 
senzor redoks stanja deluje ter da lahko s pomočjo konfokalne mikroskopije zaznamo 
njegovo fluorescenco v kloroplastih. Tako kot pri krompirju smo tudi pri rastlinah tobaka 
opazili bolj intenzivno fluorescenco proteina roGFP2, ko smo ga vzbujali z laserjem valovne 
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Slika 36: Fluorescenca proteina roGFP2 (zeleno) v kloroplastih in fluorescenca proteina RFP (rdeče) v jedrih 
rastlin tobaka po prehodni transformaciji. Fluorescenco smo opazovali s konfokalnim mikroskopom. Od leve 
proti desni, od zgoraj navzdol: emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali 
z laserjem valovne dolžine 405 nm, emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm, emisija klorofila (570-630 nm) in emisija proteina RFP (570-630 
nm). Merilo: 750 µm. 
Ostale rastline tobaka, ki smo jih infiltrirali s konstruktom pt-roGFP2, smo tretirali z 
reducentom (200 mM DDT), oksidantom (100 mM H2O2) in kontrolo (ddH2O). Na vsaki 
rastlini smo tretirali po dva lista. Tretiranje smo izvedli z metodo, imenovano vakuumska 
infiltracija, ki smo jo predhodno optimizirali (slika 37). 
Klorofil RFP 
Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 405 nm) 
Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 488 nm) 
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.  
Slika 37: Optimizacija protokola obdelave tobaka s pomočjo vakuumske infiltracije.  
Pri kontrolnih rastlinah, tretiranih z ddH2O, smo opazili fluorescenco proteina roGFP2, ko 
smo jo vzbujali tako z laserjem valovne dolžine 405 nm kot tudi z laserjem valovne dolžine 
488 nm. Kar pomeni, da smo opazili oksidirano in reducirano obliko roGFP2. Vendar smo 
opazili višjo fluorescenco proteina roGFP2, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 
488 nm. Po tretiranju rastlin z reducentom (200 mM DTT) smo opazili v primerjavi s 
kontrolo upad fluorescence proteina roGFP2 pod obema laserjema, vendar pa se je 
spremenilo razmerje med reducirano in oksidirano obliko roGFP2. Količina reducirane 
oblike je bila višja od oksidirane v primerjavi s kontrolo. Po tretiranju z oksidantom (100 
mM H2O2) smo ponovno opazili upad fluorescence proteina roGFP2 v primerjavi s kontrolo 
pod obema laserjema in spremembo razmerja med količino reducirane in oksidirane oblike 
proteina roGFP2. Tu je bila količina reducirane oblike manjša od količine oksidirane oblike 
v primerjavi s kontrolo in tretiranjem z DTT. Fluorescenco proteina roGFP2 po različnih 
tretiranjih prikazuje slika 38.   
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Slika 38: Merjenje fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih tobaka po tretiranjih z reducentom (DTT) in 
oksidantom (H2O2). Od zgoraj navzdol, slika prikazuje fluorescenco proteina roGFP2 po tretiranju z ddH2O, 
DTT in H2O2 po tem, ko smo fluorescenco proteina vzbujali z laserjema valovnih dolžin 405 nm in 488 nm. 
Levo proti desni: emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco 
proteina vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm in emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo 
fluorescenco proteina vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Merilo: 50 µm. 
Slike, ki smo jih posneli s konfokalnim mikroskopom smo računalniško obdelali s skripto 
za analizo slik v programu Matlab, ki nam je omogočila, da smo iz slik izračunali razmerja 
v intenziteti fluorescence proteina roGFP2 po vzbujanju fluorescence proteina z laserjema 
valovnih dolžin 405 nm in 488 nm (poimenovano razmerje v intenziteti fluorescence 
405/488 nm). Z analizo slik smo potrdili, kar smo že opazili s pomočjo konfokalnega 
mikroskopa (slika 38). Po tretiranju z DTT se v kloroplastih poveča količina reducirane 
oblike proteina roGFP2, po tretiranju s H2O2 pa se poveča količina oksidirane oblike proteina 





Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 405 nm) 
Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 488 nm) 
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intenziteti fluorescence proteina roGFP2 po vzbujanju fluorescence z laserjema valovnih 
dolžin 405 nm in 488 nm po tretiranjih s kontrolo (ddH2O), reducentom (DTT) in 
oksidantom (H2O2). Višja kot je vrednost, bolj je redoks stanje oksidirajoče, nižja kot je, bolj 
je redoks stanje reducirajoče. Vsaka posamezna točka na grafu predstavlja en ROI, ki 
predstavlja eno sliko posneto na konfokalnem mikroskopu. Iz grafa lahko opazimo, da je v 
povprečju redoks  stanje v kloroplastih po tretiranju z raztopino DTT bolj reducirajoče kot 
po tretiranju s kontrolno raztopino (ddH2O). Po tretiranju z raztopino H2O2 je redoks stanje 
bolj oksidirajoče kot po tretiranju s kontrolno raztopino in raztopino DTT. 
 
Slika 39: Analiza slik konfokalnega mikroskopa po tretiranju rastlin tobaka z reducentom (DTT) in oksidantom 
(H2O2). Plant 1 – rastlina 1, Leaf 2 – list 2, Ratio – razmerje, Control – kontola (ddH2O), ROIs – slike posnete 
na konfokalnem mikroskopu.  
Razmerja, ki smo jih izračunali iz slik konfokalnega mikroskopa s pomočjo skripte za 
analizo slik, smo statistično analizirali s pomočjo skripte za statistično analizo v programu 
Rstudio, ki nam pomaga določiti, ali je razlika med povprečji vrednosti (razmerja 
fluorescence proteina roGFP2 vzbujenega z laserjema 405 nm in 488 nm) med različnimi 
tretiranji (med DTT in kontrolo ter H2O2 in kontrolo) statistično signifikantna (slika 40). 
Graf na sliki 40 nam prikazuje povprečja redoks stanj po tretiranjih z ddH2O (na grafu 
označeno s control), DTT in H2O2. V povprečju je redoks  stanje v kloroplastih po tretiranju 
z raztopino DTT bolj reducirajoče kot po tretiranju z ddH2O. Po tretiranju z raztopino H2O2 
je redoks stanje bolj oksidirajoče kot po tretiranju z ddH2O in DTT. Prav tako lahko vidimo, 
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da je razlika med razmerji v intenziteti fluorescence 405/488 nm med treitranjem z ddH2O 
in DTT ter ddH2O in H2O2 statistično signifikantna (prikazano z *) (slika 40). 
 
Slika 40: Statistična analiza redoks stanja po tretiranju tobaka z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2). Graf 
prikazuje redoks stanja po različnih tretiranjih (kontrola (ddH2O), 200 mM DTT in 100 mM H2O2) rastlin 
tobaka s senzorjem pt-roGFP2. Razlika med razmerji v intenziteti fluorescence 405/488 nm med treitranjem z 
ddH2O in DTT ter ddH2O in H2O2 je statistično signifikantna (* p<0,05, *** p<0,001). 
S pomočjo konfokalne mikroskopije (slika 38), analize slik (slika 39) in rezultatov statistične 
analize (slika 40) smo potrdili, da senzor redoks stanja pt-roGFP2 deluje v in vivo pogojih 
in se odziva na spremembe v redoks stanju celice. Prav tako smo potrdili, da tretiranja z 
raztopinami različnih redoks stanj delujejo v skladu s pričakovanji. DTT spremeni redoks 
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4.3.2.2 Delovanje senzorja redoks stanja pt-roGFP2 v transgenih linijah NahG-Rywal je v 
skladu s pričakovanji 
Ko smo potrdili, da senzor pt-roGFP2 deluje in se odziva na spremembe v redoks stanju v 
kloroplastih tobaka in optimizirali protokol za določanje redoks stanja v kloroplastih, smo 
poskus naredili na transgenih linijah NahG-Rywal z vnešenim konstruktom pt-roGFP2. 
Poskus smo izvedli na linijah L1, L2 in L7, vendar smo ugotovili, da linija L1 nima najboljše 
fluorescence, zato smo se v nadaljnjih poskusih osredotočili na liniji L2 in L7. Po tretiranju 
z ddH2O smo pod konfokalnim mikroskopom opazili fluorescenco proteina roGFP2, ko smo 
jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm (slika 41). Po tretiranju z 200 mM raztopino 
DTT se je razmerje med oksidirano in reducirano obliko proteina roGFP2 spremenilo. 
Povišala se je intenziteta fluorescence proteina roGFP2, ko smo jo vzbujali z laserjem 
valovne dolžine 488 nm in zmanjšala, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 
nm. V primerjavi s kontrolo se je povečala količina reducirane oblike proteina. Po tretiranju 
s 100 mM raztopino H2O2 se je prav tako spremenilo redoks stanje v kloroplastih in sicer se 
je količina reducirane oblike proteina roGFP2 zmanjšala v primerjavi s kontrolo, kar smo 
opazili kot zmanjšano intenziteto fluorescence (slika 41). Eno rastlino krompirja smo okužili 
tudi z virusom PVYN-Wilga in opazili, da se po okužbi z virusom redoks stanje v kloroplastih 
spreminja glede na oddaljenost od lezij (ni prikazano). V bližini lezije smo opazili nižjo 
fluorescenco proteina roGFP2, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Ko 
smo opazovali fluorescenco stran od lezij, smo opazili bolj intenzivno fluorescenco proteina 
roGFP2, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Fluorescenco proteina 
roGFP2 po tretiranjih z reducentom in oksidantom v listih krompirja linije L2 prikazuje slika 
41.   
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Slika 41: Merjenje fluorescence proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin krompirja sorte NahG-Rywal 
s konstruktom pt-roGFP2 po tretiranjih z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2). Od zgoraj navzdol, slika 
prikazuje fluorescenco proteina roGFP2 v listih linije L2 po tretiranju z ddH2O, DTT in H2O2 po tem, ko smo 
fluorescenco proteina vzbujali z laserjema valovnih dolžin 405 nm in 488 nm. Levo proti desni: emisija 
klorofila (570-630 nm), emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali z 
laserjem valovne dolžine 405 nm in emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Merilo: 50 µm.  
Ponovno smo slike, posnete s konfokalnim mikroskopom, računalniško obdelali s skripto za 
analizo slik in tako določili razmerja v intenziteti fluorescence 405/488 nm in s tem redoks 
stanja v kloroplastih po tretiranjih z reducentom in oksidantom. Po tretiranju z DTT se je v 
kloroplastih povečala količina reducirane oblike proteina roGFP2, po tretiranju s H2O2 pa se 
je povečala količina oksidirane oblike proteina roGFP2 v primerjavi s kontrolo (ddH2O) 
Klorofil Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 405 nm) 
Fluorescenca roGFP2 (laser 
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(slika 42). Na sliki 42 so prikazana razmerja v intenziteti fluorescence 405/488 nm pri liniji 
L2. Višja kot je vrednost, bolj je redoks stanje oksidirajoče, nižja kot je, bolj je redoks stanje 
reducirajoče. Tudi tu vsaka posamezna točka na grafu predstavlja en ROI, ki predstavlja eno 
sliko posneto s konfokalnim mikroskopom.   
 
Slika 42: Analiza slik konfokalnega mikroskopa po tretiranju transgenih rastlin NahG-Rywal s konstruktom 
pt-roGFP2 z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2). Graf prikazuje razmerja v intenziteti fluorescence 
proteina roGFP2 med laserjema 405 nm in 488 nm pri transgeni liniji NahG-Rywal L2. Plant 1 – rastlina 1, 
Leaf 1 – list 1, Lesion – lezija, Ratio – razmerje, Control – kontola (ddH2O), ROIs – slike posnete na 
konfokalnem mikroskopu, dpi (angl. days post-inoculation) – dnevi po okužbi.  
Ratio  405/488 
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Rezultati analize slik pri transgeni liniji L7 so bili primerljivi z rezultati linije L2 (priloga 
E).  
Razmerja v intenziteti fluorescence proteina roGFP2 med laserjema 405 nm in 488 nm po 
tretiranjih z reducentom in oksidantom (slika 42) smo tudi statistično analizirali. S pomočjo 
skripte za statistično analizo v programu Rstudio smo določili ali je razlika v razmerjih v 
intenziteti fluorescence 405/488 nm med DTT in kontrolo ter H2O2 in kontrolo statistično 
signifikantna (slika 43). Slika 43 prikazuje razmerja za liniji L2 (zgoraj) in L7 (spodaj). Pri 
liniji L2 lahko vidimo, da je v  povprečju redoks stanje v kloroplastih po tretiranju z 
raztopino DTT bolj reducirajoče kot po tretiranju z ddH2O. Po tretiranju z raztopino H2O2 je 
redoks stanje bolj oksidirajoče kot po tretiranju z ddH2O in DTT. Prav tako lahko vidimo, 
da je razlika med razmerji v intenziteti fluorescence 405/488 nm po tretiranju z ddH2O in 
DTT ter ddH2O in H2O2 statistično signifikantna (slika 43). Pri liniji L7 je v povprečju po 
tretiranju z raztopino H2O2 redoks stanje bolj oksidirajoče kot po tretiranju z ddH2O in DTT 
in tudi razlika med razmerji v intenziteti fluorescence 405/488 nm po treitranju ddH2O in 
H2O2 je statistično signifikantna (slika 43). 
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Slika 43: Statistična analiza redoks stanja po tretiranju transgenih rastlin NahG-Rywal s konstruktom pt-
roGFP2 z reducentom (DTT) in oksidantom (H2O2). Graf prikazuje redoks stanja po različnih tretiranjih ddH2O 
(označeno z control), DTT in H2O2 ter po okužbi z virusom PVY (ROI1 - ob leziji in ROI2 - stran od lezije). 
Redoks stanja smo merili tretji, četrti in sedmi dan po okužbi rastlin z virusom pri liniji L2 (zgoraj) in L7 
(spodaj). Statistično signifikantne razlike: * p<0,05, ** p<0,01. d3 –analizirano tretji dan po okužbi, d7 – 
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Tudi pri transgenih rastlinah krompirja sorte NahG-Rywal, ki vsebujejo konstrukt pt-
roGFP2 smo s pomočjo konfokalne mikroskopije (slika 41), analize slik mikroskopa (slika 
42 in priloga E) in rezultatov statistične analize (slika 43) potrdili, da senzor redoks stanja 
pt-roGFP2 deluje v rastlinah krompirja in se odziva na spremembe v redoks stanju 
kloroplastov. Prav tako smo potrdili, da tretiranja z raztopinami različnih redoks stanj 
delujejo v skladu s pričakovanji. DTT spremeni redoks stanje v kloroplastih v bolj 
reducirano, medtem ko ga tretiranje s H2O2 spremeni v bolj oksidirano.  
4.3.2.3 Redoks stanje se v kloroplastih transgenih linij sorte NahG-Rywal po okužbi z 
virusom PVY spreminja glede na oddaljenost od lezij 
Po potrditvi, da senzor pt-roGFP2 v rastlinah krompirja deluje in se odziva na spremembe v 
redoks stanju v kloroplastih, smo naredili poskus še z virusom in spremljali spremembe v 
redoks stanju kloroplastov po okužbi rastlin. Poskus smo izvedli na dveh transgenih linijah 
L2 in L7. Opazili smo, da se redoks stanje v kloroplastih okuženih rastlin NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 spreminja glede na oddaljenost od lezij (slika 44 in slika 45). Bližje 
leziji (ROI1, priloga A) smo opazili nižjo intenziteto fluorescence roGFP2, ko smo jo 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm, bolj stran od lezije (ROI2, priloga A) pa je bila  
fluorescenca bolj intenzivna. Iz tega sklepamo, da je redoks stanje bližje lezije bolj 
oksidirajoče, bolj stran od lezije pa reducirajoče. Ponovno s prostim očesom nismo opazili 
fluorescence proteina vzbujene z laserjem valovne dolžine 405 nm (slika 44 in slika 45). 
Opazili smo tudi, da je bila intenziteta fluorescence proteina (vzbujena z laserjem valovne 
dolžine 488 nm) prve dni po okužbi višja, potem pa je upadala (ni prikazano). Pri kontrolnih 
rastlinah MOCK smo opazili fluorescenco proteina, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne 
dolžine 488 nm, ki je bila primerljiva s fluorescenco regije stran od lezij (ROI2). Tudi pri 
MOCK rastlinah smo opazili upad fluorescence tekom tedna. Pri drugi kontroli, imenovani 
PVY control oz. PVY kontrola, ki je bila okužena rastlina, na kateri smo si sedmi dan po 
okužbi (dpi, angl. day post-inoculation) izbrali naključno regijo stran od lezij, smo opazili 
manj intenzivno fluorescenco, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm v 
primerjavi z MOCK rastlinami in ROI2. Ta fluorescenca je bila bolj primerljiva s 
fluorescenco proteina regije ob leziji (ROI1). Slike, posnete s konfokalnim mikroskopom pri 
transgeni liniji L2 prikazuje slika 44, pri liniji L7 pa slika 45. 
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Slika 44: Fluorescenca proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin krompirja sorte NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 (linija L2) po okužbi z virusom PVY. Od zgoraj navzdol, s konfokalno mikroskopijo 
smo opazovali spremembe v fluorescenci proteina roGFP2 ob leziji, stran od lezije in pri kontrolnih, 
neokuženih MOCK rastlinah. Fluorescenco proteina smo vzbujali z laserjema valovnih dolžin 405 nm in 488 
nm. Na sliki je prikazana fluorescenca proteina tretji dan po okužbi rastlin z virusom. Levo proti desni: emisija 
klorofila (570-630 nm), emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali z 
laserjem 405 nm in emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali z laserjem 
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Slika 45: Fluorescenca proteina roGFP2 v kloroplastih transgenih rastlin krompirja sorte NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 (linija L7) po okužbi z virusom PVY. Od zgoraj navzdol, s konfokalno mikroskopijo 
smo opazovali spremembe v fluorescenci proteina roGFP2 ob leziji, stran od lezije in pri kontrolnih, 
neokuženih MOCK rastlinah. Fluorescenco proteina smo vzbujali z laserjema valovnih dolžin 405 nm in 488 
nm. Na sliki je prikazana fluorescenca proteina tretji dan po okužbi rastlin z virusom. Levo proti desni: emisija 
klorofila (570-630 nm), emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali z 
laserjem 405 nm in emisija proteina roGFP2 (505-525 nm), ko smo fluorescenco proteina vzbujali z laserjem 








Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 405 nm) 
Fluorescenca roGFP2 (laser 
valovne dolžine 488 nm) 
101 
Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
S pomočjo skripte za analizo slik smo določili razmerja v intenziteti fluorescence 405/488 
nm in redoks stanja v kloroplastih po okužbi rastlin z virusom. Ugotovili smo, da se redoks 
stanje spreminja glede na oddaljenost od lezij (slika 46). Slika 46 prikazuje redoks stanja 
kloroplastov transgenih rastlin NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 za linijo L2 pri prvem 
poskusu okuževanja rastlin z virusom. S slike lahko vidimo, da je bližje leziji (ROI1, priloga 
A) redoks stanje višje, kar pomeni, da je bolj oksidirajoče in bolj stran od lezije (ROI2, 
priloga A) se redoks stanje zniža, kar pomeni, da je bolj reducirajoče. Pri kontrolnih rastlinah 
(MOCK in kontrolnih okuženih rastlinah) je redoks stanje bolj reducirajoče. Opazili smo, da 
se tudi pri kontrolnih rastlinah redoks stanje spreminja čez čas in se zvišuje oz. postaja bolj 
oksidirajoče s staranjem rastlin. Za lažjo določitev redoks stanja okuženih in kontrolnih 
rastlin smo nekaj rastlin ponovno tretirali z DTT in H2O2 in s pomočjo teh rezultatov 
primerjali rezultate okuženih in kontrolnih rastlin ter tako določili njihovo redoks stanje. 
Rezultate analize slik prvega poskusa za linijo L7 prikazuje priloga F, kjer lahko opazimo 
enake rezultate kot pri liniji L2. Ob leziji (ROI1) so kloroplasti bolj oksidirani, stran od lezije 
(ROI2) so bolj reducirani. Prav tako imajo kontrolne rastline (MOCK in kontrolne okužene 
rastline) v povprečju nižji redoks potencial od ROI1 in ROI2. Rezultate drugega poskusa 
okuževanja rastlin z virusom obeh linij prikazuje priloga G, kjer lahko opazimo, da so se 
rezultati prvega poskusa za obe liniji ponovili in lahko z gotovostjo trdimo, da so kloroplasti 







Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Slika 46: Analiza slik konfokalnega mikroskopa in določitev redoks stanja okuženih transgenih rastlin NahG-
Rywal s konstruktom pt-roGFP2 (linija L2). Graf prikazuje razmerja v intenziteti fluorescence 405/488 nm. 
Vsaka posamezna točka na grafu predstavlja en ROI, ki predstavlja eno sliko posneto na konfokalnem 
mikroskopu. Plant 1 – rastlina 1, Leaf 1 – list 1, Lesion – lezija, Ratio – razmerje, Control – kontola (ddH2O), 
ROIs – slike posnete s konfokalnim mikroskopom, dpi (angl. day post-inoculation) – dnevi po okužbi. 
Ratio  405/488 
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S statistično analizo razmerij v intenziteti fluorescence proteina roGFP2 405/488 nm med 
kontrolo (okužena kontrola rastlina) in območji ob leziji (ROI1, priloga A) in stran od lezije 
(ROI2, priloga A) smo določili ali je razlika v razmerjih v fluorescenci statistično 
signifikantna (slika 47 in slika 48). Slika 47 prikazuje razmerja za liniji L2 (zgoraj) in L7 
(spodaj) pri prvem poskusu z okuževanjem. Pri liniji L2 lahko vidimo, da je v povprečju 
redoks stanje ROI1 bolj oksidirajoče kot pri ROI2 in bližje redoks stanju kontrolni okuženi 
rastlini, medtem ko je redoks stanje MOCK rastlin bolj reducirajoče in bližje redoks stanju 
ROI2 (slika 47). Pri liniji L7 smo opazili podobne rezultate kot pri liniji L2 (slika 47). 
Razlika med razmerji v intenziteti fluorescence 405/488 nm med okuženo kontrolo rastlino 
in ROI1 ter ROI2 je statistično signifikantna pri liniji L2, pri L7 pa je statistično signifikantna 
le razlika med kontrolo in ROI2 (slika 47). Slika 48 prikazuje razmerja za liniji L2 (zgoraj) 
in L7 (spodaj) pri drugem poskusu okuževanja, kjer lahko opazimo podobne rezultate kot 
pri prvem poskusu in tako potrdimo, da so dobljeni rezultat podobni med linijama in 
ponovljivi med poskusi. Pri liniji L2 lahko vidimo, da je v povprečju redoks stanje ROI1 
bolj oksidirajoče kot ROI2 in bližje redoks stanju kontrolni okuženi rastlini, medtem ko je 
redoks stanje MOCK rastlin bolj reducirajoče in bližje redoks stanju ROI2 (slika 48). Pri 
liniji L7 smo opazili podobne rezultate kot pri liniji L2 (slika 48). Razlika med razmerji v 
intenziteti fluorescence 405/488 nm med okuženo kontrolo rastlino in ROI1 je statistično 
signifikantna pri liniji L2, pri L7 je statistično signifikantna razlika med kontrolo in ROI2 
(slika 48). Pri statistični analizi razmerij v intenziteti fluorescence proteina roGFP2 405/488 
nm smo primerjali le vrednosti ROI1 in ROI2 s kontrolo, ki je okužena kontrola rastlina. 









Mahkovec Povalej T. Optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja za raziskave imunske signalizacije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 








Slika 47: Statistična analiza redoks stanja okuženih transgenih rastlin NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 
za prvi poskus. Graf prikazuje redoks stanja rastlin po tretiranju z DTT in H2O2 ter po okužbi z virusom PVY 
(ROI1 - ob leziji in ROI2 - stran od lezije) in kontrolnih rastlin (MOCK - neokužene rastline in PVY control - 
okužene rastline). Redoks stanja smo merili od tretjega do sedmega dneva po okužbi rastlin z virusom pri liniji 
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Slika 48: : Statistična analiza redoks stanja okuženih transgenih rastlin NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 
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5 RAZPRAVA 
Cilj našega raziskovalnega dela je bila optimizacija priprave senzorskih rastlin krompirja 
različnih sort z vnosom bioloških senzorjev JA in redoks stanja ter priprava citokininskega 
biološkega senzorja. Pripravljene transgene rastline krompirja, ki vsebujejo različne 
biološke senzorje, bi lahko v prihodnje uporabljali v raziskavah imunske signalizacije. Za 
uporabo bioloških senzorjev smo se odločili, saj nam za razliko od klasičnih biokemijskih 
metod omogočajo spremljanje rastlinskega imunskega odziva z visoko časovno in 
prostorsko ločljivostjo (Hamers in sod., 2013).   
Zurcher in sod. so leta 2013 pripravili dvokomponentni sintetični signalni senzor (TCSn, 
angl. Two Component signaling Sensor new), imenovan TCSn::GFP, ki odraža 
transkripcijsko dejavnost regulatorjev odziva tipa B v fosforilacijski signalizaciji (histidil-
aspartil fosforilacijska signalna transdukcija, znana tudi kot dvokomponentni sistem), ki jo 
aktivirajo citokinini. Pripravljen senzor naj bi omogočal odkrivanje novih vlog citokininov 
in boljše razumevanje že znanih obstoječih vlog. Senzor deluje tako, da v transgenih 
rastlinah navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana) omogoča pretvorbo dejavnosti 
regulatorjev tipa B v fosforilacijski signalizaciji v povišano aktivnost proteina GFP v vseh 
analiziranih tkivih (Zurcher in sod., 2013). Liu in Müller (2016) sta kasneje optimizirala 
protokol za opazovanje TCSn::GFP v različnih tkivih navadnega repnjakovca s pomočjo 
konfokalne mikroskopije. Ugotovila sta, da je uporaba fluorescentnega proteina kot 
poročevalca v biološkem senzorju zelo ugodna za vizualizacijo celic, ki se odzivajo na 
citokinine brez nepotrebnih invazivnih korakov obdelave in barvanja rastlinskega tkiva. 
Poleg tega je ta metoda hitra, zato je tveganje za nastanek artefaktov nizko. Ugotovila sta 
tudi, da na citokininsko signalizacijo vpliva okolje, v katerem rastline rastejo, vključno s 
svetlobo, hranilnim stanjem in biotskim ter abiotskim stresom, zato je treba posebno skrb 
nameniti nadzoru nad pogoji rasti rastlin (Liu in Müller, 2016). Leta 2017 so Tao in sod. 
pripravili robusten, sintetični senzor TCSn::GUS za opazovanje citokininskih 
signalizacijskih poti v rižu, Kirschner in sod. (2018) pa so pripravili prve fluorescenčne 
poročevalske linije rastlin ječmena (Hordeum vulgare), ki omogočajo spremljanje 
signalizacije citokininov in avksinov. Do sedaj pa še ni bil pripravljen noben sintetični 
senzor za proučevanje signalizacije citokininov v rastlinah krompirja.  
Konstrukt za citokininski biološki senzor smo pripravili s pomočjo tehnologije Plant X-
tender, ki nam omogoča prenašanje večih transkripcijskih enot iz različnih vektorjev 
AssemblX v končne rastlinske ekspresijske vektorje, s katerimi lahko vnesemo te 
transkripcijske enote v rastline (Lukan in sod., 2018b). V prvem koraku smo pripravili dva 
plazmida nivoja 0, kjer smo v vektorja pL0A_0-1 in pL0A_1-R s pomočjo reakcije HiFi 
vstavili transkripcijski enoti TCSn1::VENUS-N7_T35S in T35S_UBQ10::mKate2-
N7_T35S s promotorjem in terminatorjem. Na tem nivoju smo transkripcijskim enotam 
dodali homologni regiji pred promotorjem in za terminatorjem, ki nam kasneje omogočajo 
združevanje transkripcijskih enot. Nato smo pripravili plazmid nivoja 1, v katerem smo 
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želeli v vektorju pL1A-hc združiti obe transkripcijski enoti z ujemajočimi se homolognimi 
regijami skupaj v končno transkripcijsko kaseto. Vendar nam je uspelo v vektor nivoja 1 
vstaviti le prvo transkripcijsko enoto (TCSn1::VENUS-N7_T35S) s homologno regijo za 
terminatorjem (A1) in del (6 bp) druge transkripcijske enote (T35S_UBQ10::mKate2-
N7_T35S) (priloga D). Po tem, ko smo pripravili plazmid nivoja 1 in ga transformirali v 
bakterije E. coli, smo po PCR na osnovi kolonije na agaroznem gelu dobili 1500 bp velik 
pomnožek (slika 16, priloga D). Sklepamo, da je prišlo do napak pri prenosu transkripcijskih 
enot iz nivoja 0 v nivo 1, kjer je verjetno prišlo do napak pri homologni rekombinaciji 
transkripcijske enote T35S_UBQ10::mKate2-N7_T35S in se je ta napačno vstavila v 
plazmid nivoja 1. Del transkripcijske enote T35S_UBQ10::mKate2-N7_T35S s 
homolognima regijama A1 in AR pa se je najverjetneje vstavil, saj vnos v plazmid nivoja 1 
poteka preko homologne rekombinacije med homolognimi regijami inserta (transkripcijski 
enoti TCSn1::VENUS-N7_T35S in T35S_UBQ10::mKate2-N7_T35S) in plazmida nivoja 
1. Kljub temu, da destinacijski plazmid ni vseboval obeh transkripcijskih enot, smo se 
odločili nadaljevati, saj transkripcijska enota TCSn1::VENUS-N7_T35S vsebuje sintetični 
promotor TCSn v kombinaciji z minimalni promotorjem in poročevalskim genom, ki nam 
omogoča opazovanje transkripcijske aktivacije kot odziv na citokinine. Transkripcijska 
enota T35S_UBQ10::mKate2-N7_T35S pa bi nam služila le za normalizacijo signala v 
različnih celicah tkiva v listu krompirja in je biološki senzor uporaben tudi brez nje. Rastline 
krompirja, v katere bi kasneje transformirali citokininski senzor, bi lahko naknadno 
transformirali tudi s plazmidom, ki vsebuje transkripcijsko enoto T35S_UBQ10::mKate2-
N7_T35S. Delovanje pripravljenega biološkega senzorja smo tudi preverili s pomočjo 
prehodne transformacije rastlin tobaka, kjer smo potrdili, da senzor deluje, saj smo pod 
konfokalnim mikroskopom zaznali fluorescenco proteina VENUS v jedrih celic (slika 18). 
Na sliki 18 lahko opazimo fluorescenco proteina VENUS tudi izven jeder, kar lahko pomeni 
dvoje. Proteini se sintetizirajo v citoplazmi celic in če želimo nek določen protein prenesti  
iz citoplazme v jedro, moramo na koncu nukleotidnega zaporedja gena za ta protein (na N-
koncu proteina) dodati še zapis za jedrni lokalizacijski signal (NLS, angl. nuclear 
localization signals), ki omogoča aktiven prenos sintetiziranega proteina iz citoplazme v 
jedro celice. Vendar lahko pride do težav pri delovanju NLS, saj se lahko ta  veže na druge 
domene ali proteine ali pa se modulira s fosforilacijo in ne pride do prenosa proteina v jedro 
(Wen in sod., 1995). Kar se je morda zgodilo v našem primeru, iz česar sklepamo, da signalni 
peptid N7 ni popolnoma učinkovit in zato ni prišlo do prenosa vseh proteinov v jedro celice. 
Druga razlaga je, da je signalni peptid N7 učinkovit in pride do prenosa vseh proteinov v 
jedro, vendar pa je tega proteina v jedru celice preveč in zato začne uhajati iz jedra nazaj v 
citoplazmo zaradi homeostaze v koncentraciji molekul med jedrom in citoplazmo (Yoneda, 
1997). 
Leta 2015 so Larrieu in sod. ustvarili biološki senzor, imenovan Jas9-VENUS, ki nam 
omogoča spremljanje bioaktivne oblike JA v rastlinskem tkivu v in vivo pogojih. S 
senzorjem lahko spremljamo porazdelitev JA v rastlinskem tkivu, proučujemo vpliv JA v 
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signalnih poteh ter kvantitativno in dinamično analiziramo odgovor hormona JA v rastlini 
med stresom. Senzor so tudi uspešno transformirali v rastline navadnega repnjakovca 
(Larrieu in sod., 2015). Nam je uspelo biološki senzor Jas9-VENUS in kontrolni senzor 
mJas9-VENUS transformirati v rastline krompirja dveh različnih sort, Rywal in Désirée. 
Poleg senzorjev Jas9-VENUS in mJas9-VENUS, smo istočasno v rastline vnašali tudi senzor 
H2BRFP, ki služi za normalizacijo signala proteina VENUS v različnih celicah tkiva listov. 
Uspešno nam je uspelo pripraviti eno linijo transgenih rastlin Rywal Jas9-VENUS + 
H2BRFP (linija R4) in eno linijo transgenih rastlin Rywal mJas9-VENUS + H2BRFP (linija 
Rm6). Pripravili smo tudi 14 linij transgenih rastlin Rywal Jas9-VENUS in 13 linij 
transgenih rastlin Rywal mJas9-VENUS (slike 24, 25 in 31). Iz tega lahko sklepamo, da je 
kotransformacija manj učinkovita v primerjavi s transformacijo, saj nam je uspelo pripraviti 
več transgenih liniji krompirja z enim konstruktom kot z dvema. Veliko je bilo narejenih 
poskusov kotransformacije z bombardiranjem delcev na pšenici, kjer je bila uspešnost 
kotransformacije zelo nizka 0,4 % (Yao in sod., 2007) ali pa višja in sicer 50 % (Permingeat, 
2003) ter na vinski trti, kjer je bila uspešnost 48 % (Vidal in sod., 2003). Kotransformacijo 
so izvajali tudi na protoplastih z elektroporacijo, kjer je bila uspešnost kotransformacije 18-
27 %  in nižja v primerjavi s transformacijo z enim konstruktom (Christou in Swain, 1990) 
ter kemično s PEG, kjer je bila uspešnost 20-30 % (Peng in sod., 1990) in 50 % (Lyznik in 
sod., 1989). Ker je bila stabilna kotransformacija tako neučinkovita, bi lahko v prihodnje 
transgene linije krompirja, ki smo jih pripravili s konstruktoma Jas9-VENUS in mJas9-
VENUS, ponovno transformirali še s plazmidom H2BRFP ali pa bi morali protokol za 
stabilno kotransformacijo še dodatno optimizirati. Pri linijah R4 in Rm6 smo potrdili 
prisotnost vnešenih konstruktov (Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP) s PCR (slika 
30), s konfokalno mikroskopijo smo fluorescenco proteina RFP opazili le pri liniji Rm6, pri 
ostalih linijah nismo opazili nobene fluorescence (ne VENUS in ne RFP). Ker z začetnimi 
oligonukleotidi H2BRFP_F in H2BRFP_R (preglednica 5) nismo dobili pomnožka PCR pri 
pozitivni kontroli (plazmid H2BRFP s koncentracijo 10 ng/µl, slika 30), predvidevamo, da 
je lahko še katera od testiranih linij pozitivna in vsebuje vnešen konstrukt H2BRFP, vendar 
tega nismo zaznali zaradi nizke občutljivosti metode pri uporabi teh oligonukleotidov. Pri 
transgenih rastlinah Rywal Jas9-VENUS in Rywal mJas9-VENUS smo prisotnost vnešenih 
konstruktov (Jas9-VENUS, mJas9-VENUS) prav tako potrdili s PCR (slike 24, 25 in 30). 
Fluorescence proteina VENUS v jedrih nismo zaznali pri nobeni liniji, razen pri transgeni 
liniji R6 s konstruktom Jas9-VENUS, pri kateri smo fluorescenco proteina opazili v jedrih 
celic listnih rež (slika 28). Pri transgenih linijah Rywal R1, R2 ter R3 (s konstruktom Jas9-
VENUS) in Rm3 ter Rm5 (s konstruktom mJas9-VENUS) smo s konfokalnim mikroskopom 
v kanalu za protein VENUS opazili »rumene lise« (slika 27), za katere bi lahko sklepali, da 
gre za fluorescenco proteina VENUS, vendar to ne moremo z gotovostjo trditi. Da bi lahko 
potrdili, ali gre res za fluorescenco proteina VENUS, bi morali liste rastlin pregledati pod 
večjo povečavo s konfokalnim mikroskopom (namesto 20x pod 63x), kjer bi lahko videli 
tudi jedra celic ali pa liste pobarvati z barvilom za jedra (DAPI). Drugi način za potrditev 
prisotnosti VENUS v jedru bi bilo spremljanje fluorescence pri valovnih dolžinah od 500 
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nm do 560 nm, pri čemer bi pričakovali emisije proteina VENUS od 520 nm do 540 nm 
(angl. lambda scan). Če bi se emisije v jedrih ujemale s teoretičnimi emisijami proteina 
VENUS, bi lahko rekli, da gre za fluorescenco proteina VENUS v jedrih.  
Uspešno smo pripravili tudi osem transgenih linij Désirée Jas9-VENUS in sedem transgenih 
linij Désirée mJas9-VENUS + H2BRFP (linije Dm1, Dm2, Dm3, Dm4, Dm5, Dm7 in Dm8) 
(slika 31). Prisotnost vnešenih konstruktov (Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in H2BRFP) smo 
potrdili s PCR (slika 29), s konfokalno mikroskopijo smo opazili le fluorescenco proteina 
RFP (slika 26) pri transgenih linijah Désirée mJas9-VENUS + H2BRFP (pri vseh razen pri 
Dm5) (slika 31). 
Z metodo PCR smo potrdili prisotnost konstruktov (Jas9-VENUS, mJas9-VENUS in 
H2BRFP) v transgenih rastlinah sort Rywal in Désirée, vendar s pomočjo konfokalne 
mikroskopije v večini primerov nismo zaznali fluorescence proteina VENUS (slika 31). 
Larrieu in sod. (2015) so zaznali fluorescenco proteina VENUS v transgenih linijah 
navadnega repnjakovca. Prav tako smo fluorescenco proteinov Jas9-VENUS in mJas9-
VENUS opazili v rastlinah tobaka po prehodni transformaciji (sliki 22 in 23), kar pomeni, 
da konstrukt deluje, le fluorescenco proteina VENUS je težje zaznati v rastlinah krompirja 
kot v rastlinah navadnega repnjakovca in tobaka. To je lahko posledica drugače anatomije 
tkiva pri krompirju, ali pa tega, da je bil senzor JA pripravljen za raziskave navadnega 
repnjakovca. Slab signal fluorescenčnega proteina VENUS v krompirju bi bil lahko 
posledica tudi posttranskripcijskega genskega utišanja (angl. post‐transcriptional gene 
silencing) (Okumoto, 2012). Najverjetneje pa gre za utišanje fluorescence proteina VENUS 
(angl. fluorescence quenching) v rastlinah krompirja. Intenziteto fluorescence določenega 
proteina lahko velikokrat zmanjša prisotnost določenih molekul, čemur pravimo utišanje 
fluorescence. Te molekule se lahko vežejo s fluorescenčnim proteinom in skupaj z njim 
tvorijo t.i. nefluorescenčni kompleks (angl. non-fluorescent F–Q complex) v osnovnem 
stanju. Utišanje fluorescence v kompleksu deluje tako, da se zmanjša delež absorbiranih 
fotonov s fluorofora v procesu vzbujanja, kar ima za posledico zmanjšano intenziteto 
fluorescence. Širok nabor molekul v rastlini lahko povzroči utišanje fluorescence pri 
različnih valovnih dolžinah, vključno s kisikom, halogenidi, aromatskimi in alifatskimi 
amini, purini, pirimidini, akrilamidi, disulfidi, dušikovim dioksidom, vodikovim 
peroksidom, itd. Poleg teh molekul pa lahko na kemijske lastnosti fluorescenčnega proteina 
vplivata tudi pH in redoks potencial okolice (García-Plazaolaa in sod., 2015). Da 
fluorescence proteina VENUS ne zaznamo zaradi utišanja signala v listih krompirja potrjuje 
tudi linija R6 (slika 28), kjer smo opazili fluorescenco proteina VENUS le v jedrih celic 
listih rež. S stabilno transformacijo smo transformirali celo rastlino s senzorjem Jas9-
VENUS in ne le celic listnih rež. Fluorescenco proteina pa smo opazili le v celicah listnih 
rež (slika 28) in nikjer drugje v tkivu. Kar pomeni, da pri krompirju pride do mehanizma 
utišanja fluorescence, saj v celicah listnih rež ta mehanizem ne deluje, ker so te celice 
izolirane od ostalih, saj nimajo medceličnih povezav t.i. plazmodezem (Oparka, 2005). 
Preverili smo tudi, ali bi lahko fluorescenco proteina VENUS zaznali v transgenih rastlinah 
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v zemlji, ker se nam je zdelo, da bi lahko na utišanje fluorescence vplivalo tudi drugačno 
fiziološko stanje rastlin v tkivnih kulturah. Zato smo vršičke poganjkov mikropropagirali in 
jih posadili v zemljo. Po tem, ko so rastline v zemlji dovolj zrastle, smo liste teh rastlin 
pogledali pod konfokalnim mikroskopom, vendar fluorescence proteina VENUS še vedno 
nismo opazili (rezultati niso prikazani). 
Leta 2004 so Hanson in sod. pripravili prvi biološki senzor za merjenje redoks potenciala na 
neivaziven način v realnem času, ki so ga uporabili v celicah HeLa. Dve leti kasneje je Jiang 
s sod. (2006) ta senzor še dodatno modificiral in tako pripravil dve različici senzorja c-
roGFP1 in mt-roGFP1, ki omogočata raziskave redoks potenciala v citoplazmi in 
mitohondrijih v rastlinah navadnega repnjakovca. Schwarzländer in sod. (2008) so primerjali 
med seboj obe pripravljeni sondi roGFP1 in roGFP2 pod različnimi pogoji ter določili, katera 
od njiju je bolj uporabna v določenem okolju. Ugotovili so, da sta obe sondi enako dobra 
senzorja za določanje redoks stanja v rastlinah in sta v nestresnih pogojih oba senzorja v 
reduciranem stanju, kar smo opazili tudi v rastlinah tobaka in krompirja s pomočjo senzorja 
pt-roGFP2. Znatne premike v redoks potencialu je mogoče doseči s tretiranjem rastlin s H2O2 
in DTT. Ugotovili so tudi, da je možno obe sondi uporabljati za spremljanje redoks 
potenciala v različnih celicah, celični oddelkih in tkivih. Vendar ima sonda roGFP2 
močnejšo fluorescenco, saj vsebuje S65T mutacijo (Schwarzländer in sod., 2008). Leta 2012 
so Stonebloom in sod. pripravili biološki senzor pt-roGFP2, ki se izraža v citoplazmi, nato 
pa se transportira v kloroplaste.   
Biološki senzor pt-roGFP2 smo uspešno transformirali v rastline krompirja sorte NahG-
Rywal, ki imajo onemogočeno akumulacijo SA in tako slabši imunski odziv od sorte Rywal 
(Baebler in sod., 2014). S pomočjo konfokalne mikroskopije smo določili uspešnost 
transformacije in tri najboljše transgene linije z najboljšo fluorescenco proteina roGFP2 v 
kloroplastih (slika 35). Uspešnost transformacije je bila 75 %, kar je primerljivo z 
uspešnostjo prve transformacije rastlin sorte Rywal s konstruktom pt-roGFP2, ki jo je 
izvedla študentka Kmetič (Kmetič, 2018), ki je bila 76 %. Druga transformacija rastlin sorte 
Rywal je imela 59 % uspešnost (Kmetič, 2018). Pred poskusi na transgenih rastlinah 
krompirja smo najprej preverili delovanje senzorja v rastlinah tobaka, v katere smo vnesli 
senzor s pomočjo prehodne transformacije. V tobaku smo optimizirali protokol za 
proučevanje sprememb v redoks stanju kloroplastov po tretiranju z reducentom in 
oksidantom. Rastline smo s pomočjo vakuumske infiltracije tretirali z raztopino 100 mM 
H2O2, ki je oksidant in raztopino 200 mM DTT, ki je reducent in nato opazovali spremembe 
v fluorescenci proteina, vzbujenega z laserjema valovnih dolžin 405 nm in 488 nm s pomočjo 
konfokalnega mikroskopa. Ko fluorescenco proteina vzbujamo z laserjem valovne dolžine 
405 nm, opazimo oksidirano obliko proteina. Ko fluorescenco proteina vzbujamo z laserjem 
valovne dolžine 488 nm, opazimo reducirano obliko proteina. Po tretiranju transformiranih 
rastlin tobaka s kontrolno raztopino (ddH2O) smo z mikroskopom opazili fluorescenco 
proteina roGFP2, ko smo jo vzbujali z laserjema obeh valovnih dolžin (405 nm in 488 nm) 
(slika 38). Vendar je bila fluorescenca proteina močnejša, ko smo jo vzbujali z laserjem 
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valovne dolžine 488 nm. Ko smo rastline tretirali z oksidantom, smo opazili močnejšo 
fluorescenco, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm in šibkejšo, ko smo jo 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm. Kar pomeni, da se je redoks stanje v kloroplastih 
tobaka povišalo in postalo bolj oksidirajoče v primerjavi s kontrolo. Po tretiranju z 
reducentom smo s konfokalnim mikroskopom opazili nižjo fluorescenco proteina, ko smo 
jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm in višjo, ko smo jo vzbujali z laserjem valovne 
dolžine 488 nm v primerjavi s kontrolo. To pomeni, da smo spremenili redoks stanje iz 
oksidiranega nazaj v reduciranega, oziroma je bilo redoks stanje še bolj reducirano kot pri 
kontroli (slike 38, 39 in 40). Tudi ti rezultati se ujemajo z ugotovitvami ostalih 
znanstvenikov: Hanson in sod. (2004) so prav tako pokazali oksidacijo s H2O2 in redukcijo 
z DTT proteinov roGFP1 in roGFP2 v celicah HeLa, Jiang in sod. (2006) so pokazali 
oksidacijo s H2O2 in redukcijo z DTT proteina roGFP1 v transgenih rastlinah navadnega 
repnjakovca, Mayer in sod. (2007) so enako pokazali še za roGFP2.  
S tako optimiziranim protokolom za spreminjanje redoks stanja v kloroplastih s pomočjo 
tretiranj z reducentom in oksidantom smo analizirali še transgeni liniji L2 in L7 rastlin 
krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2. Po tretiranju s kontrolno raztopino 
smo s konfokalim mikroskopom opazili močno fluorescenco proteina roGFP2 le takrat, ko 
smo jo vzbujali z laserjem valovne dolžine 488 nm (slika 41). Ko smo fluorescenco proteina 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm, smo zaznali le šibko flourescenco tik nad 
ozadjem. To se ne ujema z navedbami znanstvenih člankov (Mayer in sod. 2007, 
Schwarzländer in sod., 2008), kjer so opazili fluorescenco proteina roGFP2, ko so jo vzbujali 
z obema laserjema valovnih dolžin 405 in 488 nm. Poleg tega je znano, da je v mitohondrijih 
in citoplazmi redoks stanje bolj reducirajoče, medtem, ko je redoks stanje v kloroplastih bolj 
oksidirajoče (Stonebloom in sod., 2012). Tudi pri transformiranih rastlinah sorte Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 niso opazili fluorescence proteina, ko so jo vzbujali z laserjem 
valovne dolžine 405 nm (Kmetič, 2018). Naši podobni rezultati potrjujejo domneve, ki jih 
je zapisala Kmetič v svojem delu, da je verjetno odsotnost fluorescence posledica drugačne 
anatomije in debeline listov pri krompirju v primerjavi z drugimi vrstami rastlin ter, da je v 
krompirju drugačno celično okolje kot pri tobaku, kar lahko vpliva na izražanje konstrukta 
pt-roGFP2 (Kmetič, 2018). Tudi mi smo pri tobaku opazili fluorescenco proteina, ko smo jo 
vzbujali z laserjem valovne dolžine 405 nm, pri krompirju pa ne. Odsotnost fluorescence bi 
lahko bila tudi posledica tega, da vzbujanje oksidirane oblike roGFP2 z laserjem valovne 
dolžine 405 nm povzroča le približno tretjino intenzitete emisije reducirane oblike proteina, 
ki jo vzbudimo z laserjem valovne dolžine 488 nm (osebna komunikacija z Dr. 
Brunkardom). Kar pomeni, da tudi če so vsi kloroplasti 100 % oksidirani, bomo s 
konfokalnim mikroskopom z laserjem valovne dolžine 405 nm zaznali le eno tretjino jakosti 
fluorescence reducirane oblike proteina (v primeru, če bi bili vsi kloroplasti 100 % 
reducirani). To pomeni, da je oksidirano obliko proteina težje zaznati s pomočjo konfokalne 
mikroskopije kot reducirano. Odsotnost fluorescence v kloroplastih bi lahko bila tudi 
posledica obrambnih mehanizmov pred oksidativnim stresom (Halliwell, 1987). Ti 
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mehanizmi bi lahko povzročili, da je roGFP2 v kloroplastih vedno zelo reduciran (kljub 
temu, da je redoks okolje v kloroplastih oksidirajoče). Da bi preverili, ali lahko zaznamo s 
konfokalno mikroskopijo tudi oksidirano obliko proteina, bi lahko v nadaljnjih poskusih 
tretirali rastline s herbicidom, kot je na primer parakvat, ki je močnejši oksidant od H2O2 
(Stonebloom in sod., 2012). Po drugi strani je bilo vzbujanje z laserjem valovne dolžine 488 
nm v krompirju učinkovito. Fluorescenca proteina roGFP2 se je po tem, ko smo jo vzbujali 
z laserjem valovne dolžine 488 nm, spreminjala, če smo rastline tretirali z reducentom in 
oksidantom, tako, kot pri rastlinah tobaka. Tudi v transgenih rastlinah krompirja smo 
potrdili, da tretiranja z reducentom in oksidantom delujejo, saj smo po analizi slik 
konfokalnega mikroskopa lahko opazili povišanje redoks stanja po tretiranju z oksidantom 
in znižanje po tretiranju z reducentom ter dokazali, da se senzor pt-roGFP2 odziva na redoks 
stanje tudi v rastlinah krompirja (slike 41, 42 in 43).     
Tako biotski kot abiotski stres lahko povečata proizvodnjo ROS v kloroplastih, 
mitohondrijih in peroksisomih (Bailey-Serres, 2006). Veliko raziskav je bilo narejenih na 
senzorjih redoks stanja, ki so specifični za mitohondrije in citoplazmo, kjer so spremljali 
spremembe redoks stanja po abiotskem stresu. Tako so Jubany-Mari in sod. (2010) 
proučevali vpliv suše na redoks stanje v citoplazmi celic listov navadnega repnjakovca s 
pomočjo senzorja c-roGFP1. Meyer in sod. (2007) so proučevali vpliv mehanskih poškodb 
na redoks stanje v citoplazmi celic navadnega repnjakovca, ki so prav tako izražale gen za 
nastanek senzorja roGFP2 v citosolu. Schwarzländer in sod. (2009) so proučevali vplive 
različnih abiotskih dejavnikov (visoka temperatura, visoka slanost, izpostavljenost kadmiju, 
itd.) na redoks stanje v mitohondrijih in citoplazmi navadnega repnjakovca s pomočjo 
senzorjev mt-roGFP2 in c-roGFP2. Rosenwasser in sod. (2010) so proučevali vpliv daljšega 
obdobja teme na redoks stanje v različnih celičnih organelih (citoplazma, mitohondriji, 
peroksisomi in plastidi) v listih navadnega repnjakovca s pomočjo različnih senzorjev redoks 
stanja (cyt‐roGFP1, mit‐roGFP1, per‐roGFP1 in pla‐roGFP2). Manjše število raziskav je 
bilo narejenih tudi v zvezi z biotskim stresom. Großkinsky in sod. (2012) so s pomočjo 
elektronske mikroskopije in barvanja ROS raziskovali, kako antioksidanta askorbat in 
glutation vplivata na obrambni odziv rastlin navadnega repnjakovca ob povišani proizvodnji 
ROS med biotskim stresom, ki je del HR ob napadu bakterije Pseudomonas syringae. Tudi 
Simon in sod. (2013) so proučevali vpliv antioksidantov na ROS med okužbo navadnega 
repnjakovca z glivo Botrytis cinerea, kjer so uporabili enake metode kot Großkinsky in sod. 
(2012). Williams in sod. (2011) so s pomočjo senzorja redoks stanja c-roGFP1 v citoplazmi 
tobaka proučevali, kako gliva Sclerotinia sclerotiorum povzroči reducirano okolje v celicah 
gostujoče rastline in tako zmanjša njen obrambni odziv, kamor spadata tudi oksidativni 
izbruh in tvorba kaloze na mestu okužbe. Kerchev in sod. (2011) so proučevali oksidante in 
antioksidante v rastlinah krompirja po napadu listne uši (Myzus persicae) v in vitro pogojih. 
Nič raziskav ni bilo narejenih na krompirju s senzorjem redoks stanja, ki se izraža v 
kloroplastih ter vpliv biotskega stresa (npr. okužba rastlin s PVY) na redoks stanje. Na NIB 
preučujejo interakcije med krompirjem in virusom PVY. Eden izmed prvih odzivov rastlin 
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po okužbi je tvorba ROS v apoplastu, mitohondrijih in kloroplastih okuženih celic. Na NIB 
so že pripravili transgene rastline krompirja sorte Rywal, v katere so vnesli senzor pt-roGFP2 
za spremljanje redoks stanja v kloroplastih in opazovali spremembe v redoks stanju 
kloroplastov po okužbi PVY (Kmetič, 2018). V sklopu moje magistrske naloge smo v 
rastline krompirja sorte NahG-Rywal transformirali senzor redoks stanja pt-roGFP2, da bi 
proučevali vpliv okužbe krompirja z virusom PVY na redoks stanje kloroplastov v sorti 
krompirja, ki ne zaustavi virusa na mestu okužbe. Kot že omenjeno, so senzor redoks stanja 
pt-roGFP2 že uporabljali za preučevanje vpliva abiotskega stresa v rastlinah navadnega 
repnjakovca (Rosenwasser in sod., 2010). Prav tako so senzor pt-roGFP2 uporabljali tudi 
Schwarzlander in sod. (2008) v rastlinah navadnega repnjakovca, kjer so opazovali odziv 
senzorja na spreminjanje redoks okolja v kloroplastih s pomočjo DTT in H2O2 in 
Stonebloom in sod. (2012), ki so proučevali vpliv redoks stanja v rastlinah navadnega 
repnjakovca na medcelični transport preko medceličnih povezav t.i. plazmodezem.  
Tako kot Kmetič (2018), smo tudi mi opazili, da se po okužbi rastlin krompirja s PVY 
spremeni redoks stanje v kloroplastih. V svojem delu je Kmetič opisala, da postane tri dni 
po okužbi redoks stanje v kloroplastih bolj oksidirajoče, kar je posledica oksidativnega 
izbruha, nato postaja (od petega dne po okužbi do desetega dne po okužbi) redoks stanje vse 
bolj reducirajoče. Mi smo opazili, da se pri MOCK rastlinah in okuženih rastlinah redoks 
stanje viša s staranjem rastlin (od 3 dpi do 7 dpi) in postaja vse bolj oksidirajoče (slika 46). 
Opažanje je skladno z ugotovitvijo Rosenwasserja in sod. (2010), ki so spremljali 
spremembe v redoks stanju različnih organelov (citoplazma, mitohondriji, peroksisomi in 
plastidi) v listih navadnega repnjakovca med razvojem rastlin in med daljšim obdobjem 
teme. V naši raziskavi smo opazili tudi, da se redoks stanje v kloroplastih krompirja 
spreminja glede na oddaljenost od lezij, kjer se nahaja virus PVY (sliki 44 in 45). Tik ob 
leziji (ROI1, priloga A) smo opazili nižje razmerje fluorescenc proteina roGFP2 v območju 
stran od lezije (ROI2, priloga A), kjer smo opazili višje razmerje fluorescenc. Kar pomeni, 
da je ob leziji redoks stanje kloroplastov bolj oksidirano, stran od lezije pa bolj reducirano 
(slike 46, 47 in 48). Ta ugotovitev sovpada z rezultati Kmetič (2018), ki je opazila, da po 
okužbi rastlin krompirja s PVY pride do spremembe v redoks stanju kloroplastov in s 
trditvijo, da po okužbi s PVY pride do oksidativnega izbruha zaradi povišane koncentracije 
ROS oz. H2O2 v lezijah (Baebler in sod., 2014). Povišana količina ROS v kloroplastih med 
drugim vpliva tudi na medcelično komunikacijo preko plazmodezem. Oksidirani kloroplasti 
zmanjšajo medcelični transport, reducirani kloroplasti pa ga povišajo (Stonebloom in sod., 
2012). Kar pomeni, da se ob stresu (v našem primeru po okužbi z virusom PVY) kloroplasti 
močno oksidirajo in s tem verjetno zmanjšajo medcelični transport preko plazmodezem, kar 
bi lahko preprečilo nadaljnjo širjenje virusa z mesta okužbe po celotni rastlini. V ostalih 
delih lista oz. rastline, kjer še ni virusa, so kloroplasti bolj reducirani, in medcelični transport 
in komunikacija potekata normalno. Da pride do lokacijskih sprememb v redoks stanju v 
citoplazmi celic rastlin navadnega repnjakovca, so opazili tudi v študiji, kjer so s senzorjem 
redoks stanja roGFP2 proučevali vpliv abiotskega stresa (mehanske poškodbe listov) na 
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redoks stanje citoplazme ob poškodbi na listu in stran od poškodbe. Njihovi rezultati so 
pokazali enako kot naši in sicer tik ob poškodbi so bile celice oksidirane, celice stran od 
mehanske poškodbe pa reducirane. Oksidacijo celic ob poškodbi je povzročila povišana 
proizvodnja H2O2 ob mehanskem stresu (Meyer in sod., 2007). 
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6 SKLEPI 
- Uspešnost transformacije krompirja s senzorjem redoks stanja pt-roGFP2 je pri 
sortah krompirja Rywal in NahG-Rywal enaka. Uspešnost transformacije krompirja 
s senzorjem JA je enaka med sortama krompirja Rywal in Désirée, vendar različna  
pri kotransformaciji z dvema konstruktoma, kjer so bile rastline sorte Désirée 
uspešnejše.  
- Stabilna transformacija krompirja sort Rywal in Désirée s konstruktom Jas9-VENUS 
je bistveno bolj učinkovita od stabilne kotransformacije krompirja sort Rywal in 
Désirée s konstruktoma Jas9-VENUS in H2BRFP.  
- Po transformaciji krompirja sorte NahG-Rywal s senzorjem redoks stanja pt-roGFP 
smo visoko fluorescenco proteina zaznali v kloroplastih le, ko smo jo vzbujali z 
laserjem valovne dolžine 488 nm, kar pripisujemo temu, da vzbujanje oksidirane 
oblike roGFP2 z laserjem valovne dolžine 405 nm povzroča le približno eno tretjino 
emisije reducirane oblike proteina, ki jo vzbudimo z laserjem valovne dolžine 488 
nm. 
- Senzor redoks stanja pt-roGFP2 se v rastlinah tobaka in krompirja odziva na 
spremembe v redoks stanju kloroplastov po pričakovanjih. Senzor redoks stanja pt-
roGFP2 je primeren za in vivo spremljanje redoks stanja v kloroplastih celic listov 
tobaka in krompirja. 
- Po okužbi transgenih linij krompirja sorte NahG-Rywal z vnešenim senzorjem pt-
roGFP2 s PVY so kloroplasti ob lezijah v oksidiranem stanju, kloroplasti stran od 
lezij pa so v reduciranem stanju.  
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7 POVZETEK 
Ker je krompir (Solanum tuberosum) ena izmed najpomembnejših poljščin na svetu, smo 
želeli pripraviti transgene rastline krompirja različnih sort z različnimi biološkimi senzorji, 
ki bi nam omogočale raziskave rastlinske imunske signalizacije in bioloških interakcij med 
krompirjem in njegovim zelo pogostim patogenom, krompirjevim virusom Y. Uspešno smo 
pripravili biološki senzor, imenovan citokininski senzor, ki temelji na izražanju gena za 
fluorescenčni protein glede na koncentracijo citokininov v celici ter ga transformirali v 
rastline tobaka Nicotiana benthamiana, kjer smo potrdili njegovo delovanje. Pripravili smo 
tudi transgene rastline sort Rywal in Désirée z biološkim senzorjem JA (Jas9-VENUS), ki 
temelji na njegovi razgradnji glede na koncentracijo JA v celicah. Poleg senzorja JA  smo 
želeli v rastline istočasno vnesti tudi senzor H2BRFP za normalizacijo signala, vendar nam 
je to uspelo le pri eni liniji sorte Rywal. Pripravili smo tudi transgene rastline sort Rywal in 
Désirée s senzorjem mJas9-VENUS, pri katerem ne pride do njegove razgradnje ob 
prisotnosti JA v celicah. Te rastline so nam služile kot kontrolne rastline, pri katerih lahko 
fluorescenco proteina VENUS, kljub prisotnosti JA, stalno zaznamo s konfokalno 
mikroskopijo. Fluorescenco proteina VENUS smo v transgenih rastlinah opazili le pri eni 
liniji, kjer smo opazili signal le v jedrih celic listnih rež. Pokazali smo, da biološki senzor 
Jas9-VENUS ni primeren za spremljanje signalizacije JA v krompirju, saj signala proteina 
VENUS v celicah listov krompirja nismo zaznali, predvideno zaradi mehanizma utišanja 
fluorescence. Uspešno smo pripravili transgene rastline sorte NahG-Rywal s senzorjem 
redoks stanja pt-roGFP2, ki temelji na izražanju gena za fluorescenčni protein, ki je občutljiv 
na redoks stanje, in omogoča določanje sprememb v redoks stanju preko merjenja 
fluorescence. Prav tako smo uspešno pripravili in optimizirali protokol za zaznavanje in 
določanje redoks stanja v kloroplastih krompirja z uporabo konfokalne mikroskopije po 
tretiranju rastlin z oksidantom in reducentom ter okužbi rastlin z virusom PVY. Ugotovili 
smo, da se po okužbi krompirja s PVY redoks stanje kloroplastov spreminja glede na 
oddaljenost od lezij. Kloroplasti ob leziji so v oksidiranem stanju, medtem, ko so kloroplasti, 
ki so bolj oddaljeni od lezije, v reduciranem stanju. Naša hipoteza je, da je v neposredni 
bližini lezije medcelični transport preko plazmodezem in s tem širjenje virusa zaustavljen, 
medtem, ko medcelični transport v celicah, ki mejijo na celice neposredno ob leziji, poteka 
normalno. V nadaljnjih poskusih bi to preverili s preučevanjem signalizacije v celicah v 
posredni in neposredni bližini lezije, na primer s štetjem stromul, ki igrajo vlogo v 
medcelični signalizaciji po okužbi rastline s patogenom. 
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Primer lezije pri transgenih rastlinah krompirja sorte NahG-Rywal s senzorjem redoks 
stanja, ki smo jo opazovali s konfokalnim mikroskopom pri poskusih določevanja redoks 
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Poravnava teoretičnega nukleotidnega zaporedja konstrukta pL1A-hc nivoja 1 z insertom 
TCSn1::VENUS-N7_T35S+UBQ10::mKate2-N7_T35S (označeno z Level1A) z 
nukleotidnim zaporedjem sekvenciranja pripravljenega plazmida nivoja 1 iz bakterijske 
kolonije E. coli (označeno s Kolonija 5). Sekvenciranje je bilo izvedeno z začetnim 
oligonukleotidom VENUS_F (preglednica 5).  Z rumeno so označena ujemanja na 
plazmidu pred homologno regijo A0, s turkizno so označena ujemanja s homologno 
regijo A0, s sivo so označena ujemanja s promotorjem transkripcijske enote VENUS, 
zeleno so označena ujemanja nukleotidnega zaporedja transkripcijske enote VENUS in s 
temno zeleno ujemanja s signalnim peptidom N7.  
 
                  1                                               50 
  Level1A     (1) ATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCTGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus     (1)                                                    
                  51                                             100 
  Level1A    (51) TGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus    (51)                                                    
                  101                                            150 
  Level1A   (101) CTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (101)                                                    
                  151                                            200 
  Level1A   (151) TTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (151)                                                    
                  201                                            250 
  Level1A   (201) TTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (201)                                                    
                  251                                            300 
  Level1A   (251) ACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (251)                                                    
                  301                                            350 
  Level1A   (301) GTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (301)                                                    
                  351                                            400 
  Level1A   (351) CATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (351)                                                    
                  401                                            450 
  Level1A   (401) AGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCTTTTGATGTTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (401)                                                    
                  451                                            500 
  Level1A   (451) GCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTAAGGG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (451)                                                    
                                                         se nadaljuje 
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nadaljevanje priloge B   
                  501                                            550 
 Level1A   (501) TACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (501)                                                    
                  551                                            600 
  Level1A   (551) CTCAAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (551)                                                    
                  601                                            650 
  Level1A   (601) ACACCCGGTGTGGGTTTAGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (601)                                                    
                  651                                            700 
  Level1A   (651) TAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (651)                                                    
                  701                                            750 
  Level1A   (701) GAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (701)                                                    
                  751                                            800 
  Level1A   (751) TACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (751)                                                    
                  801                                            850 
  Level1A   (801) CTAAAAAACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (801)                                                    
                  851                                            900 
  Level1A   (851) GAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (851)                                                    
                  901                                            950 
  Level1A   (901) AAGGTTTCAGTCACACTACGGATACTTTTACAACGGGAGCAGTTATTCAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (901)                                                    
                  951                                           1000 
  Level1A   (951) TTACCCTGTTATCCCTACGGCCCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus   (951)                                                    
                  1001                                          1050 
  Level1A  (1001) GGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1001)                                                    
                  1051                                          1100 
  Level1A  (1051) TCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1051)                                                    
                  1101                                          1150 
  Level1A  (1101) GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1101)                                                    
                  se nadaljuje 
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             1151                                          1200 
   
  Level1A  (1151) TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGCCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTG 
Kolonija5     (1) --------------------------------------------------
Consensus  (1151)                                            
                  1201                                          1250 
  Level1A  (1201) CTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1201)                                                    
                  1251                                          1300 
  Level1A  (1251) ACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1251)                                                    
                  1301                                          1350 
  Level1A  (1301) CGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1301)                                                    
                  1351                                          1400 
  Level1A  (1351) CTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1351)                                                    
                  1401                                          1450 
  Level1A  (1401) TCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1401)                                                    
                  1451                                          1500 
  Level1A  (1451) AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1451)                                                    
                  1501                                          1550 
  Level1A  (1501) TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1501)                                                    
                  1551                                          1600 
  Level1A  (1551) ACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1551)                                                    
                  1601                                          1650 
  Level1A  (1601) GTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1601)                                                    
                  1651                                          1700 
  Level1A  (1651) ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1651)                                                    
                  1701                                          1750 
  Level1A  (1701) AGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1701)                                                    
                  1751                                          1800 
  Level1A  (1751) TTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1751)                                                    
                   
se nadaljuje 
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            1801                                          1850 
   
 Level1A  (1801) GATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1801)                                                    
                  1851                                          1900 
                                                                                                                                     
 Level1A  (1851) ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1851)                                                    
                  1901                                          1950 
 
  Level1A  (1901) TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1901)                                                    
                  1951                                          2000 
  Level1A  (1951) TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (1951)                                                    
                  2001                                          2050 
  Level1A  (2001) AGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2001)                                                    
                  2051                                          2100 
  Level1A  (2051) AGATAACTACGATACGGGAGCGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2051)                                                    
                  2101                                          2150 
  Level1A  (2101) ATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2101)                                                    
                  2151                                          2200 
  Level1A  (2151) GCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2151)                                                    
                  2201                                          2250 
  Level1A  (2201) CCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2201)                                                    
                  2251                                          2300 
  Level1A  (2251) GTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGGCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2251)                                                    
                  2301                                          2350 
  Level1A  (2301) ACTCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2301)                                                    
                  2351                                          2400 
  Level1A  (2351) GGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2351)                                                    
                  2401                                          2450 
  Level1A  (2401) GGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCAT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2401)                                                se nadaljuje 
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                  2451                                          2500 
  Level1A  (2451) GGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGAT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2451)                                                    
                  2501                                          2550 
  Level1A  (2501) GCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2501)                                                    
                  2551                                          2600 
  Level1A  (2551) ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATAGTGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2551)                                                    
                  2601                                          2650 
  Level1A  (2601) ATCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2601)                                                    
                  2651                                          2700 
  Level1A  (2651) GGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2651)                                                    
                  2701                                          2750 
  Level1A  (2701) CCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2701)                                                    
                  2751                                          2800 
  Level1A  (2751) TTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2751)                                                    
                  2801                                          2850 
  Level1A  (2801) GGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATGGGTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2801)                                                    
                  2851                                          2900 
  Level1A  (2851) ATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACAT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2851)                                                    
                  2901                                          2950 
  Level1A  (2901) GCATTTACTTATAATACAGTTGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2901)                                                    
                  2951                                          3000 
  Level1A  (2951) GCCTCGTATCTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (2951)                                                    
                  3001                                          3050 
  Level1A  (3001) TTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3001)                                                    
                  3051                                          3100 
  Level1A  (3051) GAAGAGTTACGGAATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3051)                                                    
                   
 
se nadaljuje 
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             3101                                          3150 
 
 Level1A  (3101) CAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGAT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3101)                                                    
                  3151                                          3200 
  Level1A  (3151) TAAATAGATATACATTCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3151)                                                    
                  3201                                          3250 
  Level1A  (3201) TTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3201)                                                    
                  3251                                          3300 
  Level1A  (3251) TACCTGAGAGCAGGAAGAGCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3251)                     
 
                  3301                                          3350 
  Level1A  (3301) CCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAAT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3301)                                                    
                  3351                                          3400 
  Level1A  (3351) TTCTTTTTTTACTTTCTATTTTTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3351)                                                    
                  3401                                          3450 
  Level1A  (3401) AAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCACGTTAATATT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3401)                                                    
                  3451                                          3500 
  Level1A  (3451) TTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3451)                                                    
                  3501                                          3550 
  Level1A  (3501) ATAGCCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3501)                                                    
                  3551                                          3600 
  Level1A  (3551) TAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTCCAACAAGAGTCCACTATTAAAGAAC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3551)                                                    
                  3601                                          3650 
  Level1A  (3601) GTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAAGGGTCTATCAGGGCGATGGCCC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3601)                                                    
                  3651                                          3700 
  Level1A  (3651) ACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCTCTTTGAAAAG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3651)                                                    
                  3701                                          3750 
  Level1A  (3701) ATAATGTATGATTATGCTTTCACTCATATTTATACAGAAACTTGATGTTT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3701)                                                se nadaljuje 
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                  3751                                          3800 
  Level1A  (3751) TCTTTCGAGTATATACAAGGTGATTACATGTACGTTTGAAGTACAACTCT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3751)                                                    
                  3801                                          3850 
  Level1A  (3801) AGATTTTGTAGTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3801)                                                    
                  3851                                          3900 
  Level1A  (3851) CACCCTACAATGTTCTGTTCAAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3851)                                                    
                  3901                                          3950 
  Level1A  (3901) AAAGTTGGTGCGCATGTTTCGGCGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGAT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3901)                                                    
                  3951                                          4000 
  Level1A  (3951) AAATGATCGCGGCCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (3951)                                                    
                  4001                                          4050 
  Level1A  (4001) CTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGGTGCTTTTT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4001)                                                    
                  4051                                          4100 
  Level1A  (4051) TTGTTTTTTATGTCTTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4051)                                                    
                  4101                                          4150 
  Level1A  (4101) CACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4101)                                                    
                  4151                                          4200 
  Level1A  (4151) CCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4151)                                                    
                  4201                                          4250 
  Level1A  (4201) AACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGT 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4201)                                                    
                  4251                                          4300 
  Level1A  (4251) ACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGC 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4251)                                                    
                  4301                                          4350 
  Level1A  (4301) TCGAAGGCTTTAGGTGCCGTAAAGCAGTAAATCGGAAGGGTAAACGGATG 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4301)                                                    
                  4351                                          4400 
  Level1A  (4351) CCCCCATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGA 
Kolonija5     (1) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4351)                                                    
                  
se nadaljuje 
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                  4401                                          4450 
  Level1A  (4401) AGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGGGCTAGGGCGGTGGGAAGTGTAGGGG 
Kolonija5     (1) --------------------------------------GGAGTGTAGCGG 
Consensus  (4401)                                       G AGTGTAG GG 
                  4451                                          4500 
  Level1A  (4451) TCACGCTGGGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGGGGCGCTACAG 
Kolonija5    (13) TCACGCTGCGCGTAAC-ACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAG 
Consensus  (4451) TCACGCTG GCGTAAC ACCACACCCGCCGCGCTTAATG G CGCTACAG 
                  4501                                          4550 
  Level1A  (4501) GGCGCGTGGGGATGATCCACTAGTTAGGGATAACAGGGTAATAAATAGGA 
Kolonija5    (62) GGCGCGTGGGGATGATCCACTAGTTAGGGATAACAGGGTAATAAATAGGA 
Consensus  (4501) GGCGCGTGGGGATGATCCACTAGTTAGGGATAACAGGGTAATAAATAGGA 
                  4551                                          4600 
  Level1A  (4551) AAGTCTGGTAACTCAGGACACTGTATCTGCTACGCTGTTTATCAAAGATC 
Kolonija5   (112) AAGTCTGGTAACTCAGGACACTGTATCTGCTACGCTGTTTATCAAAGATC 
Consensus  (4551) AAGTCTGGTAACTCAGGACACTGTATCTGCTACGCTGTTTATCAAAGATC 
                  4601                                          4650 
  Level1A  (4601) TTTAAAAGATTTTGAAAGATCTCTCCAAAATCCTTTCAAAGATCTTTAAA 
Kolonija5   (162) TTTAAAAGATTTTGAAAGATCTCTCCAAAATCCTTTCAAAGATCTTTAAA 
Consensus  (4601) TTTAAAAGATTTTGAAAGATCTCTCCAAAATCCTTTCAAAGATCTTTAAA 
                  4651                                          4700 
  Level1A  (4651) AGATTTATAAAAATCTTTGCAAAATCCAACCAAAGATTTTGTAAAGATTT 
Kolonija5   (212) AGATTTATAAAAATCTTTGCAAAATCCAACCAAAGATTTTGTAAAGATTT 
Consensus  (4651) AGATTTATAAAAATCTTTGCAAAATCCAACCAAAGATTTTGTAAAGATTT 
                  4701                                          4750 
  Level1A  (4701) TGCAAGATCCGATCAAAATCTTTAGCTAGTCAAAGATCTTTAAAAGATTT 
Kolonija5   (262) TGCAAGATCCGATCAAAATCTTTAGCTAG--------------------- 
Consensus  (4701) TGCAAGATCCGATCAAAATCTTTAGCTAG                      
                  4751                                          4800 
  Level1A  (4751) TGAAAGATCTCTCCAAAATCCTTTCAAAGATCTTTAAAAGATTTATAAAA 
Kolonija5   (291) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4751)                                                    
                  4801                                          4850 
  Level1A  (4801) ATCTTTGCAAAATCCAACCAAAGATTTTGTAAAGATTTTGCAAGATCCGA 
Kolonija5   (291) -------------------------------------------------- 
Consensus  (4801)                                                    
                  4851                                          4900 
  Level1A  (4851) TCAAAATCTTTAGCTAGCCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATT 
Kolonija5   (291) -----------------CCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATT 
Consensus  (4851)                  CCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATT 
                  4901                                          4950 
  Level1A  (4901) TCATTTGGAGAGGATCTGTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAAC 
Kolonija5   (324) TCATTTGGAGAGGATCTGTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAAC 
Consensus  (4901) TCATTTGGAGAGGATCTGTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAAC 
                  4951                                          5000 
  Level1A  (4951) AACAAACAACATTACAATTACTATTTACAATTACAATTACAGGGGATCGA 
Kolonija5   (374) AACAAACAACATTACAATTACTATTTACAATTACAATTACAGGGGATCGA 
Consensus  (4951) AACAAACAACATTACAATTACTATTTACAATTACAATTACAGGGGATCGA 
                  5001                                          5050 
  Level1A  (5001) TCCACGGTCCGGGATCCTGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 
Kolonija5   (424) TCCACGGTCCGGGATCCTGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 
Consensus  (5001) TCCACGGTCCGGGATCCTGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 
                   
se nadaljuje 
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                  5051                                          5100 
  Level1A  (5051) GGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA 
Kolonija5   (474) GGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA 
Consensus  (5051) GGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA 
                  5101                                          5150 
  Level1A  (5101) GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA 
Kolonija5   (524) GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA 
Consensus  (5101) GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA 
                  5151                                          5200 
  Level1A  (5151) CCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 
Kolonija5   (574) CCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 
Consensus  (5151) CCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 
                  5201                                          5250 
  Level1A  (5201) CTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGA 
Kolonija5   (624) CTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGA 
Consensus  (5201) CTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGA 
                  5251                                          5300 
  Level1A  (5251) CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG 
Kolonija5   (674) CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG 
Consensus  (5251) CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG 
                  5301                                          5350 
  Level1A  (5301) TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC 
Kolonija5   (724) TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC 
Consensus  (5301) TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC 
                  5351                                          5400 
  Level1A  (5351) GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 
Kolonija5   (774) GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 
Consensus  (5351) GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 
                  5401                                          5450 
  Level1A  (5401) GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT 
Kolonija5   (824) GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT 
Consensus  (5401) GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT 
                  5451                                          5500 
  Level1A  (5451) ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC 
Kolonija5   (874) ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC 
Consensus  (5451) ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC 
                  5501                                          5550 
  Level1A  (5501) GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGT 
Kolonija5   (924) GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGT 
Consensus  (5501) GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGT 
                  5551                                          5600 
  Level1A  (5551) GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG 
Kolonija5   (974) GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG 
Consensus  (5551) GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG 
                  5601                                          5650 
  Level1A  (5601) TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAA 
Kolonija5  (1024) TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAA 
Consensus  (5601) TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAA 
                  5651                                          5700 
  Level1A  (5651) GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGC 
Kolonija5  (1074) GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAATTCGTGACCGC 
Consensus  (5651) GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGA TTCGTGACCGC 
                   
se nadaljuje 
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                  5701                                          5750 
  Level1A  (5701) CGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACATTGCTGCAGCGGCCG 
Kolonija5  (1124) CGCCGGGATCATTCTCGGCATGGACGAGCTGTACATTGCTGCAGCGGCCG 
Consensus  (5701) CGCCGGGATCA TCTCGGCATGGACGAGCTGTACATTGCTGCAGCGGCCG 
                  5751                                          5800 
  Level1A  (5751) AATTCAAGCGTGAAGAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGTGAACAATGAGAAA 
Kolonija5  (1174) AATTCAAGCGTGAAAAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGTGACCATGGAAAAA 
Consensus  (5751) AATTCAAGCGTGAA AGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGTGA CA  GA AAA 
                  5801                                          5850 
  Level1A  (5801) AAGACGGAAATAGTGAAACCAGAGAGTTGTAGCAATGAAGGAGATGTCAA 
Kolonija5  (1224) AAGACGGAAATATT------------------------------------ 
Consensus  (5801) AAGACGGAAATA T                                     
                  5851                                          5900 
  Level1A  (5851) GGATCTGAAAAGAAAGGACTCTGAGGATGGAAACGAGGGTGAGGAAGAAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (5851)                                                    
                  5901                                          5950 
  Level1A  (5901) AAGCTTCTTCGAAACCGAAAAAGCCAAAAGTTGCTCTTTCTCATCTTCAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (5901)                                                    
                  5951                                          6000 
  Level1A  (5951) GACATTGACGACACAGAAGCTGATCAAGAAGAAGAGTAATACTAGTCTAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (5951)                                                    
                  6001                                          6050 
  Level1A  (6001) AGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6001)                                                    
                  6051                                          6100 
  Level1A  (6051) TTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6051)                                                    
                  6101                                          6150 
  Level1A  (6101) TATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTAT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6101)                                                    
                  6151                                          6200 
  Level1A  (6151) TTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6151)                                                    
                  6201                                          6250 
  Level1A  (6201) AAATCCAGTGACCTAAAGTGAGATTCGCACAATAAACGCTGCTTCTGTTT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6201)                                                    
                  6251                                          6300 
  Level1A  (6251) GCGGTCCGCGTGTCGACGAGTCAGTAATAAACGGCGTCAAAGTGGTTGCA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6251)                                                    
                  6301                                          6350 
  Level1A  (6301) GCCGGCACACACGAGTCGTGTTTATCAACTCAAAGCACAAATACTTTTCC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6301)                                                    
                   se nadaljuje 
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                  6351                                          6400 
  Level1A  (6351) TCAACCTAAAAATAAGGCAATTAGCCAAAAACAACTTTGCGTGTAAACAA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6351)                                                    
                  6401                                          6450 
  Level1A  (6401) CGCTCAATACACGTGTCATTTTATTATTAGCTATTGCTTCACCGCCTTAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6401)                                                    
                  6451                                          6500 
  Level1A  (6451) CTTTCTCGTGACCTAGTCGTCCTCGTCTTTTCTTCTTCTTCTTCTATAAA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6451)                                                    
                  6501                                          6550 
  Level1A  (6501) ACAATACCCAAAGAGCTCTTCTTCTTCACAATTCAGATTTCAATTTCTCA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6501)                                                    
                  6551                                          6600 
  Level1A  (6551) AAATCTTAAAAACTTTCTCTCAATTCTCTCTACCGTGATCAAGGTAAATT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6551)                                                    
                  6601                                          6650 
  Level1A  (6601) TCTGTGTTCCTTATTCTCTCAAAATCTTCGATTTTGTTTTCGTTCGATCC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6601)                                                    
                  6651                                          6700 
  Level1A  (6651) CAATTTCGTATATGTTCTTTGGTTTAGATTCTGTTAATCTTAGATCGAAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6651)                                                    
                  6701                                          6750 
  Level1A  (6701) ACGATTTTCTGGGTTTGATCGTTAGATATCATCTTAATTCTCGATTAGGG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6701)                                                    
                  6751                                          6800 
  Level1A  (6751) TTTCATAGATATCATCCGATTTGTTCAAATAATTTGAGTTTTGTCGAATA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6751)                                                    
                  6801                                          6850 
  Level1A  (6801) ATTACTCTTCGATTTGTGATTTCTATCTAGATCTGGTGTTAGTTTCTAGT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6801)                                                    
                  6851                                          6900 
  Level1A  (6851) TTGTGCGATCGAATTTGTCGATTAATCTGAGTTTTTCTGATTAACAGCGG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6851)                                                    
                  6901                                          6950 
  Level1A  (6901) TCCGGGATCCATGGTGAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6901)                                                    
                  6951                                          7000 
  Level1A  (6951) TGTACATGGAGGGCACCGTGAACAACCACCACTTCAAGTGCACATCCGAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (6951)                                                    
                   
 se nadaljuje 
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                  7001                                          7050 
  Level1A  (7001) GGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGCGGT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7001)                                                    
                  7051                                          7100 
  Level1A  (7051) CGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGCTACCAGCTTCA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7051)                                                    
                  7101                                          7150 
  Level1A  (7101) TGTACGGCAGCAAAACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7101)                                                    
                  7151                                          7200 
  Level1A  (7151) TTTAAGCAGTCCTTCCCCGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7151)                                                    
                  7201                                          7250 
  Level1A  (7201) CGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7201)                                                    
                  7251                                          7300 
  Level1A  (7251) GCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCCCATCCAAC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7251)                                                    
                  7301                                          7350 
  Level1A  (7301) GGCCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGAC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7301)                                                    
                  7351                                          7400 
  Level1A  (7351) CCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAGCCGACATGGCCCTGA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7351)                                                    
                  7401                                          7450 
  Level1A  (7401) AGCTCGTGGGCGGGGGCCACCTGATCTGCAACTTGAAGACCACATACAGA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7401)                                                    
                  7451                                          7500 
  Level1A  (7451) TCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCCGGCGTCTACTATGTGGA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7451)                                                    
                  7501                                          7550 
  Level1A  (7501) CAGAAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCGACAAAGAGACCTACGTCGAGC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7501)                                                    
                  7551                                          7600 
  Level1A  (7551) AGCACGAGGTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7551)                                                    
                  7601                                          7650 
  Level1A  (7601) CACAGAATTGGCGAATTCAAGCGTGAAGAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7601)                                                    
                   se nadaljuje 
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                  7651                                          7700 
  Level1A  (7651) GAACAATGAGAAAAAGACGGAAATAGTGAAACCAGAGAGTTGTAGCAATG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7651)                                                    
                  7701                                          7750 
  Level1A  (7701) AAGGAGATGTCAAGGATCTGAAAAGAAAGGACTCTGAGGATGGAAACGAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7701)                                                    
                  7751                                          7800 
  Level1A  (7751) GGTGAGGAAGAAGAAGCTTCTTCGAAACCGAAAAAGCCAAAAGTTGCTCT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7751)                                                    
                  7801                                          7850 
  Level1A  (7801) TTCTCATCTTCAGGACATTGACGACACAGAAGCTGATCAAGAAGAAGAGT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7801)                                                    
                  7851                                          7900 
  Level1A  (7851) AATACTAGTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7851)                                                    
                  7901                                          7950 
  Level1A  (7901) TCTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7901)                                                    
                  7951                                          8000 
  Level1A  (7951) GAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAAC 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (7951)                                                    
                  8001                                          8050 
  Level1A  (8001) CCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (8001)                                                    
                  8051                                          8100 
  Level1A  (8051) ATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCTAGCTTTTCAATTCAATTCATCAT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (8051)                                                    
                  8101                                          8150 
  Level1A  (8101) TTTTTTTTTATTCTTTTTTTTGATTTCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGAT 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (8101)                                                    
                  8151                                          8200 
  Level1A  (8151) TCGGTAATCTCCGAACAGAAGGAAGAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (8151)                                                    
                  8201                                          8250 
  Level1A  (8201) ATTGGTATATATACGCATATGTAGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAG 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (8201)                                                    
                  8251                                          8300 
  Level1A  (8251) TATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAA 
Kolonija5  (1238) -------------------------------------------------- 
Consensus  (8251)                                                    
                  8301 
  Level1A  (8301) ATC 
Kolonija5  (1238) ---  
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Skica teoretičnega plazmida pCAMBIA1300_ASX_ TCSn1::VENUS-
N7_T35S+UBQ10::mKate2-N7_T35S in prileganje različnih začetnih oligonukleotidov 
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Poravnava teoretičnega nukleotidnega zaporedja konstrukta pCAMBIA1300_ASX  z 
insertom TCSn1::VENUS-N7_T35S+UBQ10::mKate2-N7_T35S (označeno s 
pCAMBIA1300_ASX) z nukleotidnim zaporedjem sekvenciranja pripravljenega 
plazmida pCAMBIA1300_ASX_TCSn1::VENUS-N7_T35S iz bakterijske kolonije E. 
coli (označeno s Kolonija 2). Sekvenciranje je bilo izvedeno z začetnim 
oligonukleotidom VENUS_mid_F (preglednica 5). Z zeleno so označena ujemanja 
nukleotidnega zaporedja transkripcijske enote VENUS, s temno zeleno so označena 
ujemanja s signalnim peptidom N7, s sivo so označena ujemanja s terminatorjem 
transkripcijske enote VENUS, s turkizno so označena ujemanja s homologno regijo A1 
in z vijolično so označena ujemanja s promotorjem transkripcijske enote mKATE.  
 
                        1                                               
50 
pCAMBIA1300_ASX     (1) 
ATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCTGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus     (1)                                                    
                        51                                             
100 
pCAMBIA1300_ASX    (51) 
TGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus    (51)                                                    
                        101                                            
150 
pCAMBIA1300_ASX   (101) 
CTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (101)                                                    
                        151                                            
200 
pCAMBIA1300_ASX   (151) 
TTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (151)                                                    
                        201                                            
250 
pCAMBIA1300_ASX   (201) 
TTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (201)                                                    
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                        251                                            
300 
pCAMBIA1300_ASX   (251) 
ACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (251)                                                    
                        301                                            
350 
pCAMBIA1300_ASX   (301) 
GTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (301)                                                    
                        351                                            
400 
pCAMBIA1300_ASX   (351) 
CATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (351)                                                    
                        401                                            
450 
pCAMBIA1300_ASX   (401) 
AGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCTTTTGATGTTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (401)                                                    
                        451                                            
500 
pCAMBIA1300_ASX   (451) 
GCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTAAGGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (451)                                                    
                        501                                            
550 
pCAMBIA1300_ASX   (501) 
TACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (501)                                                    
                        551                                            
600 
pCAMBIA1300_ASX   (551) 
CTCAAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (551)                                                    
                        601                                            
650 
pCAMBIA1300_ASX   (601) 
ACACCCGGTGTGGGTTTAGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (601) 651                                      se nadaljuje                                    
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                       700 
pCAMBIA1300_ASX   (651) 
TAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (651)                                                    
                        701                                            
750 
pCAMBIA1300_ASX   (701) 
GAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (701)                                                    
                        751                                            
800 
pCAMBIA1300_ASX   (751) 
TACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (751)                                                    
                        801                                            
850 
pCAMBIA1300_ASX   (801) 
CTAAAAAACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (801)                                                    
                        851                                            
900 
pCAMBIA1300_ASX   (851) 
GAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (851)                                                    
                        901                                            
950 
pCAMBIA1300_ASX   (901) 
AAGGTTTCAGTCACACTACGGATACTTTTACAACGGGAGCAGTTATTCAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (901)                                                    
                        951                                           
1000 
pCAMBIA1300_ASX   (951) 
TTACCCTGTTATCCCTACGGCCCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus   (951)                                                    
                        1001                                          
1050 
pCAMBIA1300_ASX  (1001) 
GGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1001)                                                  
                        1051                                                                                         se nadaljuje                                                                              
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                        1100 
pCAMBIA1300_ASX  (1051) 
TCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1051)                                                    
                        1101                                          
1150 
pCAMBIA1300_ASX  (1101) 
GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1101)                                                    
                        1151                                          
1200 
pCAMBIA1300_ASX  (1151) 
TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGCCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1151)                                                    
                        1201                                          
1250 
pCAMBIA1300_ASX  (1201) 
CTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1201)                                                    
                        1251                                          
1300 
pCAMBIA1300_ASX  (1251) 
ACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1251)                                                    
                        1301                                          
1350 
pCAMBIA1300_ASX  (1301) 
CGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1301)                                                    
                        1351                                          
1400 
pCAMBIA1300_ASX  (1351) 
CTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1351)                                                    
                        1401                                          
1450 
pCAMBIA1300_ASX  (1401) 
TCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA 
      Kolonija2     (1) ------------------------------------------------- 
      Consensus  (1401)                                          se nadaljuje                                                
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                        1451                                          
1500 
pCAMBIA1300_ASX  (1451) 
AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1451)                                                    
                        1501                                          
1550 
pCAMBIA1300_ASX  (1501) 
TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1501)                                                    
                        1551                                          
1600 
pCAMBIA1300_ASX  (1551) 
ACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1551)                                                    
                        1601                                          
1650 
pCAMBIA1300_ASX  (1601) 
GTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1601)                                                    
                        1651                                          
1700 
pCAMBIA1300_ASX  (1651) 
ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1651)                                                    
                        1701                                          
1750 
pCAMBIA1300_ASX  (1701) 
AGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1701)                                                    
                        1751                                          
1800 
pCAMBIA1300_ASX  (1751) 
TTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1751)                                                    
                        1801                                          
1850 
pCAMBIA1300_ASX  (1801) 
GATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC 
      Kolonija2     (1) ------------------------------------------------- 
      Consensus  (1801)                                          se nadaljuje                                            
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                       1851                                            
1900 
pCAMBIA1300_ASX  (1851) 
ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1851)                                                    
                        1901                                          
1950 
pCAMBIA1300_ASX  (1901) 
TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1901)                                                    
                        1951                                          
2000 
pCAMBIA1300_ASX  (1951) 
TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (1951)                                                    
                        2001                                          
2050 
pCAMBIA1300_ASX  (2001) 
AGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2001)                                                    
                        2051                                          
2100 
pCAMBIA1300_ASX  (2051) 
AGATAACTACGATACGGGAGCGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2051)                                                    
                        2101                                          
2150 
pCAMBIA1300_ASX  (2101) 
ATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2101)                                                    
                        2151                                          
2200 
pCAMBIA1300_ASX  (2151) 
GCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2151)                                                    
                        2201                                          
2250 
pCAMBIA1300_ASX  (2201) 
CCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2201)                                          se nadaljuje                                                  
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                       2251                                           
2300 
pCAMBIA1300_ASX  (2251) 
GTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGGCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2251)                                                    
                        2301                                          
2350 
pCAMBIA1300_ASX  (2301) 
ACTCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2301)                                                    
                        2351                                          
2400 
pCAMBIA1300_ASX  (2351) 
GGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2351)                                                    
                        2401                                          
2450 
pCAMBIA1300_ASX  (2401) 
GGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCAT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2401)                                                    
                        2451                                          
2500 
pCAMBIA1300_ASX  (2451) 
GGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGAT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2451)                                                    
                        2501                                          
2550 
pCAMBIA1300_ASX  (2501) 
GCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2501)                                                    
                        2551                                          
2600 
pCAMBIA1300_ASX  (2551) 
ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATAGTGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2551)                                                    
                        2601                                          
2650 
pCAMBIA1300_ASX  (2601) 
ATCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2601)                                          se nadaljuje                  
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                        2651                                          
2700 
pCAMBIA1300_ASX  (2651) 
GGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2651)                                                    
                        2701                                          
2750 
pCAMBIA1300_ASX  (2701) 
CCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2701)                                                    
                        2751                                          
2800 
pCAMBIA1300_ASX  (2751) 
TTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2751)                                                    
                        2801                                          
2850 
pCAMBIA1300_ASX  (2801) 
GGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATGGGTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2801)                                                    
                        2851                                          
2900 
pCAMBIA1300_ASX  (2851) 
ATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACAT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2851)                                                    
                        2901                                          
2950 
pCAMBIA1300_ASX  (2901) 
GCATTTACTTATAATACAGTTGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2901)                                                    
                        2951                                          
3000 
pCAMBIA1300_ASX  (2951) 
GCCTCGTATCTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (2951)                                                    
                        3001                                          
3050 
pCAMBIA1300_ASX  (3001) 
TTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3001)                                        se nadaljuje      
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                       3051                                          3100 
pCAMBIA1300_ASX  (3051) 
GAAGAGTTACGGAATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3051)                                                    
                        3101                                          
3150 
pCAMBIA1300_ASX  (3101) 
CAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGAT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3101)                                                    
                        3151                                          
3200 
pCAMBIA1300_ASX  (3151) 
TAAATAGATATACATTCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3151)                                                    
                        3201                                          
3250 
pCAMBIA1300_ASX  (3201) 
TTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3201)                                                    
                        3251                                          
3300 
pCAMBIA1300_ASX  (3251) 
TACCTGAGAGCAGGAAGAGCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3251)                                                    
                        3301                                          
3350 
pCAMBIA1300_ASX  (3301) 
CCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAAT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3301)                                                    
                        3351                                          
3400 
pCAMBIA1300_ASX  (3351) 
TTCTTTTTTTACTTTCTATTTTTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3351)                                                    
                        3401                                          
3450 
pCAMBIA1300_ASX  (3401) 
AAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCACGTTAATATT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3401)                                                    
                        3451                                           
se nadaljuje 
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                        3500 
pCAMBIA1300_ASX  (3451) 
TTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3451)                                                    
                        3501                                          
3550 
pCAMBIA1300_ASX  (3501) 
ATAGCCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3501)                                                    
                        3551                                          
3600 
pCAMBIA1300_ASX  (3551) 
TAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTCCAACAAGAGTCCACTATTAAAGAAC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3551)                                                    
                        3601                                          
3650 
pCAMBIA1300_ASX  (3601) 
GTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAAGGGTCTATCAGGGCGATGGCCC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3601)                                                    
                        3651                                          
3700 
pCAMBIA1300_ASX  (3651) 
ACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCTCTTTGAAAAG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3651)                                                    
                        3701                                          
3750 
pCAMBIA1300_ASX  (3701) 
ATAATGTATGATTATGCTTTCACTCATATTTATACAGAAACTTGATGTTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3701)                                                    
                        3751                                          
3800 
pCAMBIA1300_ASX  (3751) 
TCTTTCGAGTATATACAAGGTGATTACATGTACGTTTGAAGTACAACTCT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3751)                                                    
                        3801                                          
3850 
pCAMBIA1300_ASX  (3801) 
AGATTTTGTAGTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3801)                                                    
                        3851                                  se nadaljuje              
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nadaljevanje priloge D   
                       3900 
pCAMBIA1300_ASX  (3851) 
CACCCTACAATGTTCTGTTCAAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3851)                                                    
                        3901                                          
3950 
pCAMBIA1300_ASX  (3901) 
AAAGTTGGTGCGCATGTTTCGGCGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGAT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3901)                                                    
                        3951                                          
4000 
pCAMBIA1300_ASX  (3951) 
AAATGATCGCGGCCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (3951)                                                    
                        4001                                          
4050 
pCAMBIA1300_ASX  (4001) 
CTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGGTGCTTTTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4001)                                                    
                        4051                                          
4100 
pCAMBIA1300_ASX  (4051) 
TTGTTTTTTATGTCTTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4051)                                                    
                        4101                                          
4150 
pCAMBIA1300_ASX  (4101) 
CACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4101)                                                    
                        4151                                          
4200 
pCAMBIA1300_ASX  (4151) 
CCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4151)                                                    
                        4201                                          
4250 
pCAMBIA1300_ASX  (4201) 
AACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4201)                                                    
 se nadaljuje      
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                    4251                                              
4300 
pCAMBIA1300_ASX  (4251) 
ACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4251)                                                    
                        4301                                          
4350 
pCAMBIA1300_ASX  (4301) 
TCGAAGGCTTTAGGTGCCGTAAAGCAGTAAATCGGAAGGGTAAACGGATG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4301)                                                    
                        4351                                          
4400 
pCAMBIA1300_ASX  (4351) 
CCCCCATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4351)                                                    
                        4401                                          
4450 
pCAMBIA1300_ASX  (4401) 
AGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGGGCTAGGGCGGTGGGAAGTGTAGGGG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4401)                                                    
                        4451                                          
4500 
pCAMBIA1300_ASX  (4451) 
TCACGCTGGGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGGGGCGCTACAG 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4451)                                                    
                        4501                                          
4550 
pCAMBIA1300_ASX  (4501) 
GGCGCGTGGGGATGATCCACTAGTTAGGGATAACAGGGTAATAAATAGGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4501)                                                    
                        4551                                          
4600 
pCAMBIA1300_ASX  (4551) 
AAGTCTGGTAACTCAGGACACTGTATCTGCTACGCTGTTTATCAAAGATC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4551)                                                    
                        4601                                          
4650 
pCAMBIA1300_ASX  (4601) 
TTTAAAAGATTTTGAAAGATCTCTCCAAAATCCTTTCAAAGATCTTTAAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4601)                                                    
 se nadaljuje 
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                        4651                                          
4700 
pCAMBIA1300_ASX  (4651) 
AGATTTATAAAAATCTTTGCAAAATCCAACCAAAGATTTTGTAAAGATTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4651)                                                    
                        4701                                          
4750 
pCAMBIA1300_ASX  (4701) 
TGCAAGATCCGATCAAAATCTTTAGCTAGTCAAAGATCTTTAAAAGATTT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4701)                                                    
                        4751                                          
4800 
pCAMBIA1300_ASX  (4751) 
TGAAAGATCTCTCCAAAATCCTTTCAAAGATCTTTAAAAGATTTATAAAA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4751)                                                    
                        4801                                          
4850 
pCAMBIA1300_ASX  (4801) 
ATCTTTGCAAAATCCAACCAAAGATTTTGTAAAGATTTTGCAAGATCCGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4801)                                                    
                        4851                                          
4900 
pCAMBIA1300_ASX  (4851) 
TCAAAATCTTTAGCTAGCCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATT 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4851)                                                    
                        4901                                          
4950 
pCAMBIA1300_ASX  (4901) 
TCATTTGGAGAGGATCTGTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAAC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4901)                                                    
                        4951                                          
5000 
pCAMBIA1300_ASX  (4951) 
AACAAACAACATTACAATTACTATTTACAATTACAATTACAGGGGATCGA 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (4951)                                                    
                        5001                                          
5050 
pCAMBIA1300_ASX  (5001) 
TCCACGGTCCGGGATCCTGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 
      Kolonija2     (1) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (5001)                                       se nadaljuje             
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                       5051                                           
5100 
pCAMBIA1300_ASX  (5051) 
GGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA 
      Kolonija2     (1) --GGTGGTGC--
ATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA 
      Consensus  (5051)   GGTGGTGC  
ATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA 
                        5101                                          
5150 
pCAMBIA1300_ASX  (5101) 
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA 
      Kolonija2    (47) 
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA 
      Consensus  (5101) 
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA 
                        5151                                          
5200 
pCAMBIA1300_ASX  (5151) 
CCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 
      Kolonija2    (97) 
CCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 
      Consensus  (5151) 
CCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 
                        5201                                          
5250 
pCAMBIA1300_ASX  (5201) 
CTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGA 
      Kolonija2   (147) 
CTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGA 
      Consensus  (5201) 
CTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGA 
                        5251                                          
5300 
pCAMBIA1300_ASX  (5251) 
CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG 
      Kolonija2   (197) 
CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG 
      Consensus  (5251) 
CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG 
                        5301                                          
5350 
pCAMBIA1300_ASX  (5301) 
TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC 
      Kolonija2   (247) 
TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC 
      Consensus  (5301) 
TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC 
                        5351                                          
5400 
pCAMBIA1300_ASX  (5351) 
GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 
      Kolonija2   (297) 
GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 
      Consensus  (5351) 
GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 
   se nadaljuje 
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                     5401                                             
5450 
pCAMBIA1300_ASX  (5401) 
GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT 
      Kolonija2   (347) 
GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT 
      Consensus  (5401) 
GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT 
                        5451                                          
5500 
pCAMBIA1300_ASX  (5451) 
ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC 
      Kolonija2   (397) 
ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC 
      Consensus  (5451) 
ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC 
                        5501                                          
5550 
pCAMBIA1300_ASX  (5501) 
GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGT 
      Kolonija2   (447) 
GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGT 
      Consensus  (5501) 
GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGT 
                        5551                                          
5600 
pCAMBIA1300_ASX  (5551) 
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG 
      Kolonija2   (497) 
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG 
      Consensus  (5551) 
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG 
                        5601                                          
5650 
pCAMBIA1300_ASX  (5601) 
TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAA 
      Kolonija2   (547) 
TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAA 
      Consensus  (5601) 
TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAA 
                        5651                                          
5700 
pCAMBIA1300_ASX  (5651) 
GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGC 
      Kolonija2   (597) 
GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGC 
      Consensus  (5651) 
GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGC 
                        5701                                          
5750 
pCAMBIA1300_ASX  (5701) 
CGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACATTGCTGCAGCGGCCG 
      Kolonija2   (647) 
CGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACATTGCTGCAGCGGCCG 
      Consensus  (5701) 
CGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACATTGCTGCAGCGGCCG               se nadaljuje 
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                       5751                                           
5800 
pCAMBIA1300_ASX  (5751) 
AATTCAAGCGTGAAGAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGTGAACAATGAGAAA 
      Kolonija2   (697) 
AATTCAAGCGTGAAGAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGTGAACAATGAGAAA 
      Consensus  (5751) 
AATTCAAGCGTGAAGAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGTGAACAATGAGAAA 
                        5801                                          
5850 
pCAMBIA1300_ASX  (5801) 
AAGACGGAAATAGTGAAACCAGAGAGTTGTAGCAATGAAGGAGATGTCAA 
      Kolonija2   (747) 
AAGACGGAAATAGTGAAACCAGAGAGTTGTAGCAATGAAGGAGATGTCAA 
      Consensus  (5801) 
AAGACGGAAATAGTGAAACCAGAGAGTTGTAGCAATGAAGGAGATGTCAA 
                        5851                                          
5900 
pCAMBIA1300_ASX  (5851) 
GGATCTGAAAAGAAAGGACTCTGAGGATGGAAACGAGGGTGAGGAAGAAG 
      Kolonija2   (797) 
GGATCTGAAAAGAAAGGACTCTGAGGATGGAAACGAGGGTGAGGAAGAAG 
      Consensus  (5851) 
GGATCTGAAAAGAAAGGACTCTGAGGATGGAAACGAGGGTGAGGAAGAAG 
                        5901                                          
5950 
pCAMBIA1300_ASX  (5901) 
AAGCTTCTTCGAAACCGAAAAAGCCAAAAGTTGCTCTTTCTCATCTTCAG 
      Kolonija2   (847) 
AAGCTTCTTCGAAACCGAAAAAGCCAAAAGTTGCTCTTTCTCATCTTCAG 
      Consensus  (5901) 
AAGCTTCTTCGAAACCGAAAAAGCCAAAAGTTGCTCTTTCTCATCTTCAG 
                        5951                                          
6000 
pCAMBIA1300_ASX  (5951) 
GACATTGACGACACAGAAGCTGATCAAGAAGAAGAGTAATACTAGTCTAG 
      Kolonija2   (897) 
GACATTGACGACACAGAAGCTGATCAAGAAGAAGAGTAATACTAGTCTAG 
      Consensus  (5951) 
GACATTGACGACACAGAAGCTGATCAAGAAGAAGAGTAATACTAGTCTAG 
                        6001                                          
6050 
pCAMBIA1300_ASX  (6001) 
AGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTT 
      Kolonija2   (947) 
AGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTT 
      Consensus  (6001) 
AGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTT 
                        6051                                          
6100 
pCAMBIA1300_ASX  (6051) 
TTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCT 
      Kolonija2   (997) 
TTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCT 
      Consensus  (6051) 
TTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCT 
   se nadaljuje 
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nadaljevanje priloge D   
                       6101                                          
6150 
pCAMBIA1300_ASX  (6101) 
TATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTAT 
      Kolonija2  (1047) 
TATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTAT 
      Consensus  (6101) 
TATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTAT 
                        6151                                          
6200 
pCAMBIA1300_ASX  (6151) 
TTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCA 
      Kolonija2  (1097) 
TTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCA 
      Consensus  (6151) 
TTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCA 
                        6201                                          
6250 
pCAMBIA1300_ASX  (6201) 
AAATCCAGTGACCTAAAGTGAGATTCGCACAATAAACGCTGCTTCTGTTT 
      Kolonija2  (1147) 
AAATCCAGTGACCTAAAGTGAGATTCGCACAATAAACGCTGCTTCTGTTA 
      Consensus  (6201) AAATCCAGTGACCTAAAGTGAGATTCGCACAATAAACGCTGCTTCTGTT  
                        6251                                          
6300 
pCAMBIA1300_ASX  (6251) 
GCGGTCCGCGTGTCGACGAGTCAGTAATAAACGGCGTCAAAGTGGTTGCA 
      Kolonija2  (1197) TTAAA-----TGTCGAAGCTACATATA----------------------
- 
      Consensus  (6251)           TGTCGA G   CA   A                        
                        6301                                          
6350 
pCAMBIA1300_ASX  (6301) 
GCCGGCACACACGAGTCGTGTTTATCAACTCAAAGCACAAATACTTTTCC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6301)                                                    
                        6351                                          
6400 
pCAMBIA1300_ASX  (6351) 
TCAACCTAAAAATAAGGCAATTAGCCAAAAACAACTTTGCGTGTAAACAA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6351)                                                    
                        6401                                          
6450 
pCAMBIA1300_ASX  (6401) 
CGCTCAATACACGTGTCATTTTATTATTAGCTATTGCTTCACCGCCTTAG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6401)                                                    
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                        6500 
pCAMBIA1300_ASX  (6451) 
CTTTCTCGTGACCTAGTCGTCCTCGTCTTTTCTTCTTCTTCTTCTATAAA                
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6451)                                                    
                        6501                                          
6550 
pCAMBIA1300_ASX  (6501) 
ACAATACCCAAAGAGCTCTTCTTCTTCACAATTCAGATTTCAATTTCTCA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6501)                                                    
                        6551                                          
6600 
pCAMBIA1300_ASX  (6551) 
AAATCTTAAAAACTTTCTCTCAATTCTCTCTACCGTGATCAAGGTAAATT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6551)                                                    
                        6601                                          
6650 
pCAMBIA1300_ASX  (6601) 
TCTGTGTTCCTTATTCTCTCAAAATCTTCGATTTTGTTTTCGTTCGATCC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6601)                                                    
                        6651                                          
6700 
pCAMBIA1300_ASX  (6651) 
CAATTTCGTATATGTTCTTTGGTTTAGATTCTGTTAATCTTAGATCGAAG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6651)                                                    
                        6701                                          
6750 
pCAMBIA1300_ASX  (6701) 
ACGATTTTCTGGGTTTGATCGTTAGATATCATCTTAATTCTCGATTAGGG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6701)                                                    
                        6751                                          
6800 
pCAMBIA1300_ASX  (6751) 
TTTCATAGATATCATCCGATTTGTTCAAATAATTTGAGTTTTGTCGAATA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6751)                                                    
                        6801                                          
6850 
pCAMBIA1300_ASX  (6801) 
ATTACTCTTCGATTTGTGATTTCTATCTAGATCTGGTGTTAGTTTCTAGT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6801)                                                    
                        6851                                           
   se nadaljuje 
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                       6900 
pCAMBIA1300_ASX  (6851) 
TTGTGCGATCGAATTTGTCGATTAATCTGAGTTTTTCTGATTAACAGCGG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6851)                                                    
                        6901                                          
6950 
pCAMBIA1300_ASX  (6901) 
TCCGGGATCCATGGTGAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6901)                                                    
                        6951                                          
7000 
pCAMBIA1300_ASX  (6951) 
TGTACATGGAGGGCACCGTGAACAACCACCACTTCAAGTGCACATCCGAG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (6951)                                                    
                        7001                                          
7050 
pCAMBIA1300_ASX  (7001) 
GGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGCGGT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7001)                                                    
                        7051                                          
7100 
pCAMBIA1300_ASX  (7051) 
CGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGCTACCAGCTTCA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7051)                                                    
                        7101                                          
7150 
pCAMBIA1300_ASX  (7101) 
TGTACGGCAGCAAAACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7101)                                                    
                        7151                                          
7200 
pCAMBIA1300_ASX  (7151) 
TTTAAGCAGTCCTTCCCCGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7151)                                                    
                        7201                                          
7250 
pCAMBIA1300_ASX  (7201) 
CGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7201)                                          se nadaljuje                                                 
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                        7251                                          
7300 
pCAMBIA1300_ASX  (7251) 
GCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCCCATCCAAC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7251)                                                    
                        7301                                          
7350 
pCAMBIA1300_ASX  (7301) 
GGCCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGAC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7301)                                                    
                        7351                                          
7400 
pCAMBIA1300_ASX  (7351) 
CCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAGCCGACATGGCCCTGA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7351)                                                    
                        7401                                          
7450 
pCAMBIA1300_ASX  (7401) 
AGCTCGTGGGCGGGGGCCACCTGATCTGCAACTTGAAGACCACATACAGA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7401)                                                    
                        7451                                          
7500 
pCAMBIA1300_ASX  (7451) 
TCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCCGGCGTCTACTATGTGGA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7451)                                                    
                        7501                                          
7550 
pCAMBIA1300_ASX  (7501) 
CAGAAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCGACAAAGAGACCTACGTCGAGC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7501)                                                    
                        7551                                          
7600 
pCAMBIA1300_ASX  (7551) 
AGCACGAGGTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7551)                                                    
                        7601                                          
7650 
pCAMBIA1300_ASX  (7601) 
CACAGAATTGGCGAATTCAAGCGTGAAGAGCAAGCAAGGAAAGCTAAGGT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7601)                                                    
 se nadaljuje 
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                       7651                                           
7700 
pCAMBIA1300_ASX  (7651) 
GAACAATGAGAAAAAGACGGAAATAGTGAAACCAGAGAGTTGTAGCAATG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7651)                                                    
                        7701                                          
7750 
pCAMBIA1300_ASX  (7701) 
AAGGAGATGTCAAGGATCTGAAAAGAAAGGACTCTGAGGATGGAAACGAG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7701)                                                    
                        7751                                          
7800 
pCAMBIA1300_ASX  (7751) 
GGTGAGGAAGAAGAAGCTTCTTCGAAACCGAAAAAGCCAAAAGTTGCTCT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7751)                                                    
                        7801                                          
7850 
pCAMBIA1300_ASX  (7801) 
TTCTCATCTTCAGGACATTGACGACACAGAAGCTGATCAAGAAGAAGAGT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7801)                                                    
                        7851                                          
7900 
pCAMBIA1300_ASX  (7851) 
AATACTAGTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7851)                                                    
                        7901                                          
7950 
pCAMBIA1300_ASX  (7901) 
TCTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7901)                                                    
                        7951                                          
8000 
pCAMBIA1300_ASX  (7951) 
GAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAAC 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (7951)                                                    
                        8001                                          
8050 
pCAMBIA1300_ASX  (8001) 
CCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (8001)                                          se nadaljuje                                              
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                     8051                                              
8100 
pCAMBIA1300_ASX  (8051) 
ATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCTAGCTTTTCAATTCAATTCATCAT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (8051)                                                    
                        8101                                          
8150 
pCAMBIA1300_ASX  (8101) 
TTTTTTTTTATTCTTTTTTTTGATTTCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGAT 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (8101)                                                    
                        8151                                          
8200 
pCAMBIA1300_ASX  (8151) 
TCGGTAATCTCCGAACAGAAGGAAGAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (8151)                                                    
                        8201                                          
8250 
pCAMBIA1300_ASX  (8201) 
ATTGGTATATATACGCATATGTAGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAG 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (8201)                                                    
                        8251                                          
8300 
pCAMBIA1300_ASX  (8251) 
TATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAA 
      Kolonija2  (1219) -------------------------------------------------
- 
      Consensus  (8251)                                                    
                        8301 
pCAMBIA1300_ASX  (8301) ATC 
      Kolonija2  (1219) --- 
      Consensus  (8301)     
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Analiza slik konfokalnega mikroskopa po tretiranju transgenih rastlin NahG-Rywal s 
konstruktom pt-roGFP2 (linija L7) z reducentom in oksidantom. 
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Analiza slik konfokalnega mikroskopa in določitev redoks stanja okuženih transgenih 
rastlin NahG-Rywal s konstruktom pt-roGFP2 (linija L7) pri prvem poskusu. 
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Analiza slik konfokalnega mikroskopa in določitev redoks stanja okuženih transgenih 
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